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РЕЦЕНЗИЯ 


на монографията „Анализ на изображения в експерименталната 
токсикология“ 


от гл. ас. Йордан Иванов Йорданов, дф 


Монографичният труд на гл.ас. доктор Йордан Йорданов 
на тема „Анализ на изображения в експерименталната 
токсикология“ се появява в период от развитието на науката и 
технологиите, в който въпросите за коректната обработка на 
големи масиви от данни, съдържателната им интерпретация и 
поставянето на получените знания в служба на научния прогрес 
и нуждите на обществото, е изключително актуален. 


Трудът представя темата и структурата на изследването по 
разбираем и логичен начин като оптимално комбинира 
теоретични знания и практически наблюдения. Той започва с 
анализ на специфичните особености, които имат цифровите 
изображения и по-специално биоизображенията (отнасящи се 
до биологични обекти). Анализът обосновава нуждата от 
интелигентен подход в обработката им, за да бъде извлечена 
най-съдържателната информация. Това въведение естествено 
довежда до формулиране на целта на монографията, която най- 
общо би могла да се определи така - да предостави базови 
теоретични знания и практически умения по приложението на 


М 


методите за анализ на цифрови изображения в неклиничните 
токсикологични проучвания. В съответствие с целта следва 
представяне на теоретичните основи с акцент върху свойствата 
на цифровите изображения, видовете операции и методите, 
прилагани при > обработката им. Систематичният обзор 
последователно извежда > селекцията на > най-значимите 
публикации по темата с акцент върху анализ на биоизображения 
в областта на експерименталната токсикология. Представени са 
и основни подходи при анализ на биоизображения по собствени 
резултати на автора в панел от различни токсикологични 
изследвания. 


Целевата група читатели на монографичния труд са 
всички изследователи, които се интересуват от обработка на 
биоизображения. Те могат да бъдат напълно удовлетворени от 
съдържанието на монографията, тъй като в нея са събрани и 
обобщени наличните в момента методи, софтуерни продукти със 
свободен и безплатен достъп, обучителни ресурси и техники, 
които текущо са разпръснати в различни източници или 
фрагментирано представени в книги, дисертации, публикации и 
интернет източници. Считам, че монографията запълва една 
съществена празнина в нашия научен книжен/електронен пазар 
и по такъв начин би насърчила употребата на методите за анализ 
на изображения сред по-широк кръг от изследователи и особено 
сред онези от тях, които работят в биомедицинската сфера. 
Следва да се подчертае силно интердисциплинарният характер 
на труда, който обединява познания в няколко научни области 
(физика, математика, биология, медицина, информатика и др.). 
В същото време той се явява своебразен хибрид между базови 
теоретични познания и ценни практически съвети, което го прави 
особено полезен за работещите в полето на биологията и 
медицината и които имат интерес към темата по анализ на 
изображения. 
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По-долу се спирам по-подробно върху някои от основните 
точки в изложението на представения монографичен труд. 


Авторът последователно описва основните стъпки при 
анализ на изображения (вкл. биоизображения), по-конкретно: 
генерирането на изображения, предварителната им обработка, 
същинския анализ, извличането на информация в подходящ 
формат, интерпретацията на получената информация и 
формулирането на изводи за релевантните характеристики на 
обектите в изображението. Всяка от тези стъпки е анализирана 
като са очертани основните операции и алгоритми за 
съответната стъпка. Усвоени в дълбочина и описани са голям 
брой софтуерни разработки за анализ на изображения, които са 
критично анализирани от гл. т. на тяхната приложимост при 
обработка на биоизображения. За да постигне това, авторът е 
изследвал използването им и по такъв начин е придобил ценен 
практически опит, който обаче не би бил постижим без 
разбирането на същностните алгоритми и процеси, които са 
имплементирани в съответните софтуерни продукти и които той 
адресира в изложението си. 


Отделено е специално внимание и на много актуалния 
напоследък „изкуствен интелект“ (ай са! итеШрепсе, А), 
проследявайки неговите възможности и ограничения в 
специфичната за анализ на изображения област. Представени са 
дълбоките невронни мрежи като инструмент на А! и един от най- 
успешните методи за обработка на големи масиви от данни, 
характерни за > биоизображенията. Прави > впечатление 
критичният поглед на автора по отношение на обучителните 
методи и невъзможността им да прогнозират/ класифицират 
обекти, ако те не са били представени в обучителната група 
данни на модела, както и трудностите в интерпретацията на 
изходните резултати, поради липсата на наблюдение върху 
процеса на обучение. За яснота, той „екстраполира“ тези 
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проблеми върху биологични обекти, с което адаптира 
изложението към изследваната тема. 


Особено ценна част в монографията е систематичният 
обзор, който насочва описаните преди него теоретични 
методологични основи към придобиването на обективна 
представа за приложенията на методите за анализ на 
биоизображения В  експерименталните “| токсикологични 
изследвания. Последните се отнасят до тясната експертиза на 
автора и са крайната му цел в обработката и анализа на 
биоизображения. В обзора той се базира на обективна, научно 
проверена информация, достъпна чрез Соге Сойеспоп на 
библиографската информационна система МУеБ о! 5степсе (М/о5). 
Авторът се възползва от възможностите, които дава М/о5, за да 
реализира няколко нива на селекция на публикациите, 
позволяващи му да извлече “ най-съотносимата “към 
интересуващия го обект научна библиография. Забележителна е 
селекцията, която тръгва от почти 2 млн. заглавия и се свежда 
след серията от филтри до около 700 и след допълнителен 
анализ до около 80 най-значими публикации по 
експериментална токсикология, интегрираща анализи на 
изображения. Извършен е задълбочен анализ на тези 
публикации по отношение на обектите и методите на изследване 
на токсичност и са очертани тези от тях, които определят най- 
съвременните тенденции в полето. Проведена е класификация 
по няколко > критерия като вид > изследвани > вещества, 
токсикологични “| дисциплини, “експериментална > моделна 
система, вид биомаркер, техника за заснемане и др. Като цяло 
систематичният обзор е едно оригинално конструирано и 
аналитично изследване, което заслужава да бъде публикувано 
като самостоятелна статия, за да стане достояние на по-широка 
читателска аудитория. 
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В монографията е включена и глава, насочваща към 
собствените изследвания на автора, свързана с разработването 
на подходи за анализ на биоизображения. Изложението е 
логично конструирано като започва от подбора на подходящ 
софтуер, анализиран от гл. т. на неговата достъпност, 
функционална структура, адекватност за изследвания обект, 
наличен интерфейс, програмни езици и библиотеки, управление 
на инфраструктура и др. Самостоятелно е разгледан софтуер за 
дълбоко > обучение в съответствие с най-съвременните 
тенденции на използване на А!. Списъкът от анализирани 
софтуери е наистина внушителен и разкрива задълбоченото 
изучаване от автора на техните качества и ограничения. 
Цитирани са добри практики и е направен анализ на често 
срещани грешки, очертани са основните тенденции и 
перспективи в развитието на специализиран за обработка на 
изображения софтуер, препоръки за избора му, както и 
възможността за използване на А!-базирани текстови редактори 
(чатботове) за избор на най-подходящ софтуер. В същия раздел 
е представена батерия от методи за анализ на изображения в 
експерименталната токсикология като собствени разработки на 
автора по отношение на: (а) определяне на конфлуентност на 
монослой в двумерни клетъчни култури, (6) идентифициране на 
окръглени клетки с апоптотична морфология, (в) тест за 
миграция чрез надраскване на монослой, (г) кометен тест, (д) 
анализ на интензитет и  тъканно > разпределение на 
имунохистохимични маркери; (е) анализ на навлизането на 
флуоресцентни молекули в резистентни туморни клетки. 
Всичките шест разработки са в различни апликации на анализ и 
обработка на > биоизображения. “Те илюстрират как 
разработените “подходи, „базирани на изложените в 
монографията теоретични основи и добри практики, разкриват 
възможност за извличане на полезна и съдържателна 


информация от изследваните биоизображения. Част от тези 
изследвания са публикувани, за други това предстои. 


Достойнство на труда е наличието на възможност за 
свободен достъп на описаните изследвания чрез ОК код до 
поддържана от автора репозитория, създадена на СО Ни.сот. 


Монографията е написана на ясен, професионално 
издържан език и обхваща най-съвременните публикации в 
областта. Обемът й е 264 страници и включва 50 фигури, 5 
таблици и 405 литературни източника. 


В заключение, оценявам високо цялостната научна и 
практическа “стойност на монографията и считам, че тя 
представлява принос към българската научна школа в областта, 
а авторът Й оценявам като пионер сред анализаторите на 
биоизображения у нас. В раздела на систематичния обзор, 
касаещ географското разпределение на публикациите по темата 
на анализ на изображения с токсикологична тематика, прави 
впечатление отсъствието на страната ни от списъка на страните с 
обща публикационна активност. Вярвам, че настоящата 
монография ще стимулира работещите у нас в областта на 
експерименталната токсикология, интегрираща методи за 
анализ на изображения, и ще доведе до появата и трайното 
присъствие на > страната ни на световната карта на 
изследователите в тази област. 


Чл.-кор. проф. Илза Константинова Пъжева, дбн 


Проф. Георги Цв. Момеков, дфн 


Катедра по фармакология, фармакотерапия и 
токсикология, 


Фармацевтичен факултет, 
Медицински университет - София 


РЕЦЕНЗИЯ 


на монографията „Анализ на изображения в експерименталната 
токсикология“ 


от гл. ас. Йордан Иванов Йорданов, дф 


Предоставената за рецензия монография е един съвременен и 
задълбочен прочит на теоретичните основи, методичните 
подходи, аналитичния и дигитален инструментариум, и на 
приложните аспекти на методите за анализ на цифрови 
изображения с транслация в неклиничните токсикологични 
проучвания. В монографията наред с това е даден адекватен 
топикален преглед на достъпните технологии и платформи, в 
това число на софтуерни пакети със свободен достъп, както и на 
налични обучителни ресурси. 


Микроскопските техники се развиха изключително 
интензивно през последните десетилетия, което доведе до 
експоненциално нарастване на броя, сложността и размера на 
генерираните при биомедицински студии дигитални биологични 
изображения. Анализът на изображения е научна област, 
възникнала през 60-те години и отдавна е еволюирала в 
континуум от инструментални методи и софтуерни продукти с 
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огромен потенциал за реализации в областта на токсикологията. 
Несъмнено мощен тласък на тези > технологии > даде 
имплементирането на технологиите, базирани на изкуствен 
интелект, които несъмнено ще оставят неизменим отпечатък 
върху “стратегиите и практическото реализиране на 
съвременната наука. 


Въпреки че анализът на изображения бързо набира популярност 
в биомедицинските области, все още има пречки пред широкото 
приложение на тези методи. Това е така, защото въпреки че от 
десетилетия са разработвани отлични и богати софтуерни 
инструменти с отворен код за анализ на изображения в момента 
голям брой биомедицински учени изглежда са обезсърчени от 
дискомфорта от концептуалното разбиране и боравене с 
непознати математически или статистически операции и 
необходимостта да инвестират значително време в обучение или 
самообучение. С появата на широкомащабни езикови модели и 
наличието на платформи и модели за дълбоко обучение се 
появяват нови тенденции и знанието какво предлагат подходите 
за анализ на изображения ще помогне на изследователите да се 
възползват максимално от тях > чрез > прилагане на 
експериментални методи, свързани с тяхното генериране и 
обработка. Едновременно с това, цените на необходимия 
хардуер продължават да падат. Това очертава актуалността на 
тематиката на представената за рецензиране монография. 


В книгата са разгледани в достатъчна дълбочина теоретичните 
основи на снемането на > дигитализирани изображения, 
подходите за тяхната обработка с извеждане на количествени 
или полуколичествени параметри, позволяващи използването 
на тази изследователска модалност като интегрален елемент от 
съвременните проучвани в областта на биомедицинските науки 
и в частност неклиничната токсикология. Авторът умело борави 
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с комплексната терминология и е съумял да компилира 
пропедевтична информация, която би била полезна за широка 
аудитория, в т.ч. на широк спектър от специалисти, които имат 
интерес към аналитична обработка на изображения при 
провеждане на експериментални проучвания. 


Монографията е написана на 225 страници (без съдържанието и 
библиографията), като включва 50 фигури и 5 таблици. Цитирани 
са общо 405 литературни източника. 


Особено достойнство на работата е, че е фокусирана както върху 
глобалните характеристики на технологиите за снемане на 
изображения и тяхното обработване и дигитализиране, така и на 
специфичните особености, свързани с валидирането на 
методологията и проблемите на практическата им транслация. 
Монографията съдържа и систематичен обзор с надлежно 
представена методология и протокол за подбор и анализ на 
литературните данни и преглед със систематичен анализ на 
ключови транслиращи технологията проучвания. На практика в 
труда като интегрална част е включен първият по рода си 
систематичен обзор по темата като е предоставен и свободно- 
достъпен линк към авторски код за алгоритмите на част от 
представените анализи. Включена е практически-насочена част, 
съдържаща собствени експериментални приноси, които са 
дисеминирани под формата на три оригинални пълнотекстови 
публикации в списания с |Е, както и все още непубликувани 
проучвания, базирани на тази методология. 


Убедено считам, че тази монография окупира важна ниша в 
съвременната българска научна литература и може да бъде 
препоръчана като компендиум на приложението на подходите 
за анализ на дигитализирани изображения в токсикологията. 
Това е една интересна, интелигентно написана монография, 
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която експлицитно и в необстоятелствена форма представя както 
теоретичните особености така и възможностите за практическа 
реализация и ще бъде интересна за широка публика от 
специалисти. 


Проф. Георги Цв. Момеков, дфн 


хм 


УВОД 


Към кого е насочена тази монография 


Темата на настоящата монография засяга изследвания в сферата 
на експерименталната и неклинична лекарствена токсикология, 
фармакология и патология. Работещите в тази сфера се сблъскват 
с предизвикателствата, свързани с извличането на максимално 
количество полезна информация от получените в лабораторни 
условия изображения от различни ин витро и ин виво моделни 
системи. Тъй като интерпретацията на зрителна информация на 
практика има “отношение към всички > дялове > на 
биомедицинските науки, този труд ще бъде полезен на всички, 
които проявяват интерес към темата и биха искали да направят 
първите си стъпки в преобразуването на субективните оценки на 
визуална информация в обективни количествени и качествени 
такива, ползвайки подходящи средства за автоматизация на 
процеса. Този труд е подходящ за изследователи на всички нива 
- както опитни изследователи, занимаващи се с конвенционални 
молекулярни и биохимични изследвания, целящи 
идентифицирането и количественото охарактеризиране на 
фенотипни изменения в отговор на експозиция с токсиканти от 
страна на ин витро или ин виво моделни системи, така и 
дипломанти, докторанти, постдокторанти и преподаватели. 


Най-важната допълнителна инвестиция във връзка с анализи на 
изображения е времето, необходимо за запознаване с 
основните теоретични и практически основи. Веднъж вложено, 
това време би могло да бъде оправдано с внедряването на 
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полуавтоматизирани или автоматизирани протоколи, които 
значително да подобрят бързината и ефективността на 
анализите, заместващи ръчната обработка и оценка от оператор 
на изображения, генерирани в хода на експерименталната 
работа. Друг подход, който би помогнал за оптимизиране и 
съкращаване на времето за обучение, е сътрудничеството и 
обменът на опит с групи от утвърдени изследователи с подобна 
експертиза. Общността от изследователи, които разработват и 
разпространяват подобни методи и подпомагат обучението на 
нови специалисти, бързо се увеличава. Например, такива 
общности с глобално значение са Центърът за отворени анализи 
на биоизображения, СОВА (Те Семег ог Ореп Вотаре 
Апа!у515): в САЩ и Мрежата на европейските анализатори на 
биоизображения, МЕЦВА5 (Мегуогк о! ЕЦгореап Вотаре 
Апа!у515)2, на които ще бъде обърнато внимание отново в 
следващите > страници на този труд. Закономерно, с 
разрастването на общността на изследователите, практикуващи 
анализи на биоизображения, се увеличава и обемът от свободни 
ресурси за обучение, което от своя страна би ускорило процеса 
на популяризирането им. 


Особености на цифровите изображения 


„Една снимка струва повече от хиляда думи“ 


Цифровите изображения са средство за съхраняване в цифров 
вид на пространствена и визуална информация за обекти, които 
ни интересуват. Изображенията позволяват да бъдат записани 
определени характеристики на даден обект в определена 
пространствена перспектива, с определено ниво на детайли, в 
определен отрязък от време. Целта е на по-късен етап да бъдат 
възможни визуализация, анализ и интерпретация. При процеса 
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на заснемане на типичното растерно цифрово изображение, 
излъчената или отразената от интересуващия ни обект и 
обкръжението му светлина, преминава през оптическата 
система на камерата, достига до детекторната система (сензорна 
матрица, > светочувствителна > фотоматрица), където > бива 
преобразувана (растеризирана, дискретизирана) в цифрова 
матрица в паметта на компютъра, състояща се от краен брой 
цифрови стойности (попадащи в предварително определен 
интервал, квантувани), определени от интензитета и дължината 
на вълната на попадналата светлина и чувствителността на 
детекторната система. Въпреки че това е общото правило, са 
възможни някои изключения, например когато светлината 
директно попада върху детекторната система, а фокусът се 
осъществява не с оптична система, а чрез дълбоко обучение, 
както е в случая с микроскопията без лещи, или пък както е в 
случая с масспектрометричните изображения, при които вместо 
оптична система, която да проектира изображението върху 
детекторната система, чрез моторизирана стойка йонизиращият 
лъч последователно сканира повърхността на пробата, при което 
се получават топологично кодирани порции от стойности“. 
Получените цифрови стойности се съхраняват в т.нар. пиксели 
(съкратено от англ. „рис?иге ехснапре ейетеп!“ или само „ристиге 
еетеп!“, елемент на изображение) и имат точно определени 
координати в матрицата (в случая с растерно изображение)”. 
Последващата визуализация на получените матрици зависи от 
избраната цветова схема (какъв цвят и нюанс да съответства на 
всяка една възможна цифрова стойност на пиксела) и 
характеристиките на екрана, на който ще бъде представена. 
Пример за начина на организация на информацията, 
изграждаща едно типично 8-битово растерно изображение и 
връзката с приложената цветова схема, е представен на Фигура. 
1. 


а. 


Фигура 1. Пример за 8-битово растерно изображение. 
Представлява двумерна матрица, като на всяка стойност 
между 0 (черно) и 255 (бяло) съответства нюанс на сивото. 
Снимката е заснета в ин витро лабораторията на Секция по 
Токсикология и представя единична клетка от миша 
лимфомна линия 15178У, любезно предоставена от д-р. М. 
Готсман, Майопа! Сапсег пя! ите, Ветезаа, МО, (/5А. 


Това е монохромна (черно-бяла) снимка на лимфомна клетка, 
получена чрез фазово-контрастна микрография. Тъй като 
снимката е 8-битова, всеки пиксел би могъл да заема 28 или 
точно 256 стойности (от 0 до 255) и съответно цветовата схема, 
която е приложена на показаното изображение е стандартна 
палитра, съдържаща 256 нюанса на сивото, включително черно 
(стойност 0) и бяло (стойност 255). Някои особености на 
цветовите схеми са разгледани в следващия раздел на 
монографията. 


Комплексност на цифровите изображения 


Цифровите изображения могат да бъдат различни видове със 
съответното ниво на комплексност на организация на 
съдържащата се информация. Базовият тип цифрово 
изображение, подобно на показаното на Фигура 1 съдържа 
количествена информация по отношение на стойността на всеки 
един пиксел и качествена информация по отношение на 
взаимното пространствено разположение на пикселите в 
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матрицата. Така, освен директно достъпната информация по 
отношение на стойността и координатите на всеки един пиксел, 
изображенията съдържат и допълнителни слоеве цифрова 
информация по отношение на характеристиките (брой, форма, 
вид) на заснетите обекти, която обаче не може директно да бъде 
получена само чрез прочитане на стойността на определени 
пиксели. За да бъде представена във вид, който ни позволява да 
идентифицираме интересуващия ни смисъл, първо трябва да се 
приложат съответните подходи за преобразуване и анализ на 
изображението. Извличането на подобна информация от 
снимки, получени с помощта на съответната микроскопска 
техника, може да ни даде индиректна или директна представа за 
протичането на почти всички биологични процеси. Освен 
изображения, представящи информация от видимата светлина, 
могат да бъдат генерирани и цифрови изображения, съдържащи 
информация за  физикохимични “свойства (електронна 
микроскопия, атомно-силова микроскопия, силова 
спектроскопия на единични клетки?), интензитет на един или 
повече флуоресцентни канали (флуоресцентна микроскопия), 
химичен състав (масспектрометрично заснемане), 
транскриптомен профил8?, различни равнини на обекта (30 
изображения, рентгенови, ЯМР изображения), серии от 
последователно заснети на определен времеви интервал 
изображения (видео, таймлапс), или пък комбинация от повече 
от един вид информация. Така получените изображения могат да 
съдържат слоеве (насложени пачки от матрици с еднакви форма, 
размер и координати) с различно ниво на комплексност. По този 
начин, цифровите изображения представляват вид данни, които 
могат да бъдат изключително богати на информация. 


Предимства на компютърния в сравнение с визуалния 
анализ на изображения 


Зрителната сетивна система е изградена от очите (сензори) и 
частта от нервната система, свързаната с пренос (сетивен път) и 
анализ (зрителна зона в кората на крайния мозък) на зрителна 
информация. Човешката зрителна система е еволюционно 
усъвършенствана да анализира постъпилата информация в 
рамките на контекста, което позволява бърза ориентация и 
предприемане на отговор!?. Тя е отлично пригодена да 
интерпретира пространствена ориентация, контури, размери, 
триизмерна форма, разстояния и така да ни ориентира в 
заобикалящия ни свят, но пък при определени условия може да 
ни подведе по отношение на точното възприятие на 
количествена информация. Това несъвършенство на човешката 
зрителна система може да бъде илюстрирано с проявата на 
зрителни илюзии, дължащи се на склонността й винаги да 
анализира обектите в контекст, например търсейки контрасти 
между яркостта на обекта и фона, формите на контура и 
взаимното пространствено разположение на > обектите. 
Например, илюзията на Ебингхаус“? (Фигура 2 А.) показва, че два 
кръга с еднакъв диаметър, биват възприети от зрителната ни 
система сякаш са с различни размери, в зависимост от 
диаметрите на заобикалящите ги кръгове и разстоянията до и 
между тях. При илюзията на Понцо!? (Фигура 2 Б.), поради 
склонността на зрителната система да търси перспектива, 
горната хоризонтална бяла черта изглежда по-дълга в сравнение 
с долната, докато всъщност те са с еднаква дължина. Ефектът на 
контраста: (Фигура 2 В.) пък показва, че поради склонността да 
се фокусираме върху контрасти между обектите, повечето хора 
са склонни да възприемат яркостта на вътрешния хоризонтален 
правоъгълник като различна в левия и десния й край, докато тя е 
хомогенно оцветена в един нюанс по цялата си дължина. 


Фигура 2. Примери за зрителни илюзии. А. Илюзия на 
Ебингхаус!, Б. Илюзия на Понцо!?, В. Ефект на едновременния 
контраст. 


Въпреки че зрителната ни сетивна система не е съвсем прецизна 
по отношение на количествения анализ, тя е сравнително бърза 
в преценките си. Това, което отнема време на оператора при 
„невъоръжена“ оценка на количествените характеристики на 
цифрови изображения, е необходимостта да се измества 
зрителното поле при изброяване на обекти и необходимостта от 
извършване на фината ръчна работа по навигиране на софтуерни 
инструменти, при които е необходимо насочване на курсора за 
отбелязване, измерване, писане и управление на менюта. По 
този начин времето, необходимо за ръчна обработка на 
изображения, значително надхвърля времето за заснемането 
им, а голямото количество данни, които могат да бъдат 
генерирани чрез автоматизирани заснемащи устройства, биха 
били непосилни за прецизно охарактеризиране и описване с 
„просто око“. „Компютърният анализ преодолява > тези 
предизвикателства, като прилага методи и алгоритми за 
автоматизирана и обективна оценка на записаната в цифров вид 
визуална информация. 


Многопараметричен анализ с голяма 
производителност 


С възможността за получаване и анализ на огромни обеми от 
микроскопски изображения или макроскопски изображения от 
експериментални животни, изследователите могат да създадат 
многомерни сетове от изображения, които да представят 30 или 
времева информация. По този начин, в анализа могат да бъдат 
включени допълнителни променливи за наблюдение, чието 
съхранение и анализ значително надвишават способностите на 
човешката зрителна система. Примери за това са получаването 
на практически непрекъсната времева зависимост при ин витро 
анализ на доза-отговор или пък сложни комбинации от 
поведенчески характеристики, показващи определени типове 
токсичен отговор на животинския организъм. 


Способността за оползотворяване на тази информация е 
допълнителна предпоставка за фенотипен скрининг на големи 
библиотеки съединения без предварителна информация за 
механизмите им на действие и без предварително зададена 
хипотеза. Чрез подобни многопараметрични анализи могат, 
например, да бъдат идентифицирани променливите, които в 
най-голяма степен се повлияват от токсично въздействие и на 
базата на това знание да бъдат формулирани научни хипотези, 
които да насочат посоката на последващи изследвания. 


Нужда от анализ на токсикологични изображения 


Токсикологичните проучвания не са изключение от останалите 
биомедицински изследвания, целящи да охарактеризират 
причинно-следствените връзки между определени въздействия 
и структурните и функционални промени на различни нива на 
организация в живата материя. Несъмнено, биоизображенията 
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могат да разкрият ценна информация за нуждите на различните 
дялове на токсикологията. Дори в научна област като 
неклиничната > токсикология, която > исторически е > била 
сравнително консервативна по отношение на въвеждането на 
нови методи, е осезаем засиленият интерес по отношение на 
анализа на биоизображения, както ще стане видно от 
систематичния обзор на литературата, представен по-късно в 
настоящата монография. Дву- и тримерни изображения и видео 
могат да покажат поведенчески отклонения и патологични 
промени на организмово и органно ниво. Хистологичните 
изображения могат да покажат токсични изменения на тъканно 
и клетъчно ниво, а различните видове микрографии на 
изолирани или култивирани клетки могат да покажат клетъчни 
процеси, свързани с различните видове клетъчна смърт, както и 
биохимични токсични изменения на субклетъчно ниво. 


Най-убедителен пример за икономическата ефективност на 
методите за анализ на изображения са тези от тях, които 
използват данни от най-обикновен светлинен микроскоп и дори 
не се налага закупуването на флуоресцентни или други маркери. 
Друго тяхно предимство е, че се избягва интерференция на 
флуорофора от една страна с моделната система, а от друга - с 
метода за измерване на биологичния отговор към съответното 
експериментално въздействие, например поради явленията 
гасене на флуоресценцията или светлинно-опосредствано 
избледняване на флуорофора. 


Цел на монографията 


Стимулът за написване на тази монография е наблюдението, че 
в почти всяка ин витро лаборатория са налице нужните 
материални условия за внедряване на методи за анализ на 
изображения, тъй като необходимата базова апаратура включва 
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само светлинен микроскоп с камера и компютър. Ситуацията в 
ин виво лабораториите е подобна, тъй като в контекста на 
протичащата масова дигитална трансформация на всички сфери 
на живота, цифровите камери с необходимите технически 
параметри за заснемане на животните са налични на цени, 
съпоставими с цените на някои рутинно > използвани 
консумативи. 


Основна цел на тази монография е да демонстрира ползите, 
произтичащи от приложението на методите за анализ на 
цифрови > изображения в  неклиничните “ токсикологични 
проучвания. Тя цели и да информира за нарастващата 
достъпност на въпросните методи, формулирани в софтуерни 
продукти със свободен и безплатен достъп, както и отличните 
обучителни ресурси, които обаче към момента или са 
фрагментирани и разпръснати в различни източници, или пък са 
написани на език, наситен с математическа и техническа 
терминология. В контекста на изложените по-горе аргументи, 
този текст цели поднесената информация в своята цялост да 
насърчи употребата на методите за анализ на изображения от 
заинтересованите страни. 


Този труд акцентира върху логиката на методите за анализ на 
изображения и в по-малка степен върху подлежащата 
математическата теория. За да бъде онагледено приложението 
на описаните методи, е предложена батерия от няколко метода, 
които могат да бъдат безпроблемно внедрени в малка 
токсикологична лаборатория, снабдена с базово оборудване. 


Въпреки че в момента масово навлизат бързи и удобни за 
употреба алгоритми за анализ на изображения с помощта на 
машинно обучение и дълбоко обучение, „ефектът на черната 
кутия“ или трудността да се обясни начинът, по който те 
класифицират информация, е препятствие пред надеждното им 
приложение върху големи масиви от разнородни изображения. 
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Стъпка в посока на разсейването на въпросната несигурност, е 
доброто познаване на  присъщите характеристики на 
биоизображенията и възможностите и ограниченията на 
конвенционалните алгоритми за извличане на информация от 
тях. Освен това, машинното обучение и други подходи, 
свързвани със сборното понятие „изкуствен интелект“ (ап ста! 
ттеШвепсе, А, все още не елиминират нуждата от 
конвенционални подходи за анализ на биоизображения, тъй 
като изискват по-голям изчислителен ресурс. Двата типа 
методики не са взаимоизключващи се, а напротив. Рационалната 
преценка кои стъпки от даден алгоритъм за анализ на 
изображения да бъдат възложени на конвенционалните методи, 
и кои на т.нар. изкуствен интелект, също изисква познаване на 
някои основни принципи като приложението на пространствени 
филтри, които са достъпно представени в труда. 


Както често се случва в практиката, вероятно първоначалните 
опити за въвеждане на методи за анализ на изображения в 
дадена лаборатория ще бъдат частично успешни, което е 
възможно да провокира две различни линии на адаптация. 
Настоящият труд се стреми да увеличи вероятността за първата: 
1) търсене на допълнителна информация за оптимизация на 
подходите, а не на втората: 2) загуба на интерес от последващото 
им приложение. 


При досега на изследователи с нови интердисциплинарни 
области, какъвто е анализът на биомедицински изображения, 
първото типично затруднение е, че дискусиите по отношение на 
анализите започват на твърде ниско ниво, за да стимулират ясни 
отговори на научните въпроси, или пък са на твърде високо ниво, 
за да доведат до взаимно разбиране. Ето защо, сред целите на 
този труд е и да въведе изследователите в биомедицинската 
сфера в базовите концепции и понятия в областта на анализа на 
изображения. 
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С тези встъпителни думи не искам да оставя впечатлението, че 
анализът на биомедицински изображения е лесен. Характерно 
за биологичните моделни системи е, че са изключително 
вариабилни и съответно такива са и характеристиките на 
получените т.нар. биоизображения. Въпреки огромната палитра 
от мощни методи за анализ и обещанията на приложенията на 
А!, все още няма един единствен универсален метод, който да 
може да осъществи успешно едновременно всички анализи на 
всички видове изображения. Затова ролята на изследователя 
остава водеща. 


Структура на изложението 


Тъй като целта на тази монография е да помогне на 
изследователи в областта на експерименталната токсикология с 
никакъв или малко опит в анализа на изображения да придобият 
знания и да приложат успешно в практиката първите си 
протоколи, е използвана следната структура на изложението. 


Първо са описани налични обучителни ресурси на български и 
английски език и след това - основните теоретични понятия, 
операции и концепции, необходими за осмисляне на наличния 
инструментариум. 


След това, е представен систематичен литературен обзор, 
адресиращ петте „К“ („кой“, „какво“, „къде“, „кога“ и „как“, но не 
в точно този ред) по отношение на приложенията на подобни 
методи в токсикологията. По този начин, се очертават най- 
значимите тенденции в работата на експерименталните 
токсиколози, прилагащи анализи на изображения. 
Библиометричните данни са приведени като убедително 
доказателство, че анализът на изображения е ценен инструмент 
в изследователски звена с водеща научна роля. 
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Следващият раздел акцентира върху практически съображения. 
Представени са видовете налични софтуерни продукти, 
тенденциите при тях и някои съвети за избора на подходящ 
софтуер. Накрая, е предоставена батерия от избрани методи за 
анализ на биоизображения, изискващи само базова или широко- 
достъпна лабораторна обезпеченост с коментари за значението 
им по отношение на токсикологичните изследвания, особености 
на  експерименталните протоколи и самите стъпки за 
осъществяване на анализите на получените изображения. 
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ТЕОРЕТИЧНИ ОСНОВИ 


Типично, първите стъпки на изследователя, решен да въведе 
методика, свързана с анализ на биоизображения, се състоят в 
справка за налична информация по темата в интернет, 
резултатът от която е вероятно да провокира явлението „анализа 
- парализа“, или „парализа на избора“. Анализът на изображения 
като част от компютърното зрение е добре установена 
дисциплина“ и изобилства от литература, посветена на теорията 
и практиката на анализа на цифрови изображения, засега 
предимно насочена към специалисти с инженерна подготовка 
(Таблици 1 и 2). Тази литература позволява задълбочено 
вникване в теоретичните принципи на алгоритми, придобили 
популярност в анализа на биоизображения». 


Учебна литература на тема „Анализ на изображения“ 


Въпросната литература, състояща се от учебници, ръководства, 
монографии и дисертации (напр. в Таблици 1 и 2) може да 
послужи на по-запознатите с анализите на изображения като 
източник на идеи за внедряване и оптимизиране на методи, 
които към момента не са популярни за разрешаването на 
съответния практически проблем или пък за задълбочено 
вникване в най-често използваните методи, но не е съвсем 
удачна за въвеждане в тематиката на изследователи с 
преобладаваща биомедицинска подготовка и по-ограничена 
компютърна и математическа такава. 


Литературата, насочена конкретно към приложната сфера на 
неклиничните изследвания не е толкова многобройна, но както 
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ще стане видно от следващия раздел, се наблюдава тенденция 
на промяна в това отношение. Откриват се както материали, 
въвеждащи теоретичните основи на прост, разбираем, 
нетехнически език:, така и такива, насочени към предклинична 
методика с представяне на математическите основи”. Според 
нивото на техническа и математическа подготовка, някои от 
посочените източници в Таблица 2 могат да бъдат полезни 
наръчници при първите стъпки в материята. Мнозинството от 
представените в Таблици Ти 2 източници, са откриваеми и в 
електронен формат. 


Заслужава да се отбележи, че се откриват и редица източници на 
български език, посветени на теоретичните основи и някои 
приложения на анализа на изображения, които могат да 
послужат за справка и ценен ориентир в терминологията на 
български език (Таблица 1). 


Сред тези източници липсват такива с практическа насоченост 
към неклиничните изпитвания, с частичното изключение на две 
монографии и няколко дисертационни труда, посветени на 
анализа на > медицински изображения като рентгенови, 
компютърно томографски и ЯМР изображения. Справката не 
откри източници на български език, фокусирани върху анализа 
на микрографски изображения. Въпреки това, по отношение на 
теорията на А! и дълбоките невронни мрежи, към момента са 
налични отлично поднесени свободно-достъпни обучителни 
материали на български език“. 
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Таблица | 1. Българоезична “литература, включваща 
ръководства, монографии, научни статии и докторски 
дисертации. С удебелен шрифт са представени материали с 
биомедицинска насоченост. 


Източници на български език 


Година, Автор, Заглавие Коментар Област на 
приложение 

Ръководства 
1996, П. Венков, Засяга всички основни | Инженерни 
Анализ и разпознаване на | теоретични принципи, 
изображения и сцени 12 вкл. невронни мрежи 
1998, М. Петров и съавт., Фокус върху анализа | Медицина, 
Въведение в компютърната | на > изображения в | Диагностика, 
обработка на медицински | компютърната Кт 
изображения ?0 томография 
1999, (0. Железов, Л. | Ръководство за | Инженерни 
Георгиев, лабораторни 
Компютърна обработка на | упражнения на 
сигнали и изображения 21 студенти от инженерни 

специалности 
2014, Б. Маринов, Въведение в теория и | Архитектура 
Цифрова обработка на | терминология на 
изображения 22 достъпен език 
2018, П. Малджански Задълбочено Архитектура, 
Близкообхватна представяне на | Дронове 
фотограметрия и лазерно | теоретични основи, 
сканиране приложен акцент върху 
фотограметрията 
2022, К. Чавез, А. Фокнър, Практически примери | Фотография, 
АдоБе Рнотозбпор СС: | за приложението на | Софтуер 
Официален курс на Адобе | основни операции (вкл. 
бузтепов 23 филтри) във РНогозйор 
Монографии и помагала на български език 
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2012, Т. Йосифов, Значение на оптичната | Астрономия 
Астрофотография с цифров | система и 
фотоапарат?4 приложението на 

(хардуерни) “| оптични 

филтри. 
2014, М. Гълъбов, Акцент върху | Компютърна 
Съвременни технологии за | компютърната графика | техника, 
обработка и визуализация на Дисплей 
30 изображения? 
2015, М. Гълъбов, Математически Инженерни 
Въведение в компютърното | описания на теорията и 
зрение2б раздел за видео 
2019, Т. Петрова, Изразен акцент върху | Инженерни, 
Изследване и синтез на | приложната част в | Авиация, 


алгоритми за обработка на 


софтуера за безпилотни 


Дронове (БЛА) 


радиолокационни и оптични | летателни апарати 
изображения с повишено | (БЛА) 
качество?? 
2023, Ф. Оджаков, Приложение на | Съдебна 
Методи за определяне на машинно обучение за | медицина 
дентална > възраст - от | класифициране на 
традицията към изкуствения | дентални 
интелект: монография? изображения. 
Избрани статии 

2018, А. Христов и съавт., Достъпно поднесен | Компютърни 
Въведение в | обзор върху основните | науки 
конволюционните невронни | принципи 
мрежи? 
2019. М. Панайотови съавт., | Насоченост към | Археология, 
Датиране на икони чрез | съответния Реставрация 
анализ на изображения на | практически проблем и 
дървени елементи заснети с | не “| толкова върху 
цифров фотоапарат? теоретичните основи 

Докторски дисертации 
1999, Б. Маринов, Приложна > насоченост | Архитектура 
Приложение на цифровата | към фотограметрия 
обработка на изображения | (снимки на > земната 
за автоматизиране на | повърхност) 
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технологични процеси във 


фотограметрията?: 
2008, М. Панайотов и съавт., | Описан е метод за | Видео охрана и 
Многомерна цифрова | идентифициране и | наблюдение 
обработка и анализ на | анализ на движещи се 
последователности от | обекти във 
изображенияз? видео/таймлапс 
2011, К. Иванова, Акцент върху цветови | Изобразително 
Нов метод за анализ на | семи и теорията на | изкуство 
съдържанието на | възпроизвеждане и 
изображения от картинни | анализ на цвят 
колекции, използващ 
семантиката на цветоветеЗ3 
2011, С. Павлов, Ефект на | Описано е | Медицина 
променената тригеминална | приложението на 
сетивност върху  морфологически 
прорастването на аксонални | оператори по 
колатерали, качеството на | отношение на 
мускулната реинервация и | конфокални 
възстановяването на | микрографии на 
координирани моторни | синапси. 
функции след прерязване на 
лицевия нерв при възрастни 
плъхове 
2017, И. Кънев, Тестване и | Инженерни 
ЕРСА - базирани линейни | оптимизация на 
пространствени филтри?4 процеси, “| включващи 
употреба на 
пространствени филтри 
2018, А. Михайлова, Описани са методи, | Медицина, 
Алгоритми за | приложими при | Диагностика, 
автоматизирано сегментация на | Компютърна 
сегментиране при голям | отделни органи в томография 
брой медицински | изображения от ЯМР и 
изображения? кт 


Очаквано, най-актуалната, достъпна и многобройна литература 
по темата е предназначена за международна употреба и се 
открива на английски език, под формата на публикувани в 
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интернет книги и ръководства (Таблица 2), както и онлайн 
курсове, дискусионни форуми, семинари, протоколи и видеа с 
теоретична и практическа насоченост към биоизображения 
(Таблица 3). 


Към тях може да се подходи като към справочни материали за 
търсене и разясняване на нови протоколи, които да бъдат 
приложени за нуждите на неклиничната и токсикологична 
практика. Някои от тях са достатъчно подробни, така че да е 
възможно да се извлекат конкретни операции или цели 
протоколи, които могат да бъдат приложени чрез свободно- 
достъпните софтуерни продукти, представени в следващия 
раздел и евентуално, тествани върху собствени микрографии, 
или пък примерни такива от базите данни, представени в 
Таблица 3. 


Таблица 2. Избрани ръководства и учебници на английски език, 
описващи теоретичните основи и практическите приложения 
на анализа на биоизображения конкретно. 


Източници на английски език 


Година, Автори, Коментар Област на 
Заглавие приложение 


Теоретични основи, Ръководства 
2009, К. Сопгайег, Увод в теорията с | Теория, Всички 
Ор(а! Ппаре Ргосез5те | примери сприложения на | области 
Изте МАТГАВ, 2па ед. 38 програмния език МАПАВ 
(респ. Остаме ОСМИ) 
2012, ). 5егга, Р. 5оШе, Математическата теория | Теория, Всички 
МашетаНса! Могриоову | за боравене с формите на | области 
ап Из АррПсаНопз То | сегментираните обекти 
Иларе Ргосез5тр 37 
2018, ). Спак!, М. Оау, Обяснение и примери за | Теория, Всички 
операции с пиксели, | области 
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А Вевппег5 Сшде То 
Пларе Ргергосез5 пр 
Тесиициез 38 


филтри, 
морфология 


сегментация, 


2019, ). Спак!, М. Оау, Математическо описание | Теория, Всички 
А Вевппегз Сиде то | с примери за операции с | области 
ппаге “ бПаре “| Ееатиге | характеристики за форма 
ЕхигасНоп Теситачез 39 
2022, У.). 2папв, Опит за въвеждане както | Теория, Всички 
А беесноп ОоР аре | на базови, така и на | области 
Апау515 Теспиаиез: Ргот | задълбочени знания с 
Еипдатепта! То Кезеагсп | приложни примери 
Егоп! 40 
2022. МУ. Вигвег, М. Вигве, | Енциклопедичен труд с | Теория, Всички 
ОрКа! мпаре Ргосез5те: | изчерпателни обяснения | области 
Ап Агвог пис | за прилагани алгоритми 
и годисНоп 15 
2022, А. Егегу ега!|., Статистически основи и | Радиолокационни 
З5АК Ппаре Апауз5 - А | употреба на програмния | и сателитни 
СотршаНопа!  ЗХаНзНсв | език К за обработка на | изображения 
Арргоасп: МИ К Соде, | данните от 
Оата, апд АррисаНопв 41 радиолокационни 
изображения 
Ръководства за анализ на биоизображения 
2008. 5. МоПтег ега!|., 12 групи правила, които е | Приложна, Етика 
Оп те |еагтв Тоо! Рог | необходимо да бъдат | на научните 
Кезеагспо итергу  апй | спазени за “коректен | проучвания 
ппаве ргосез5тлв 32 анализ на изображения 
2019, К. Мика, М. Чадое, | Практически примери за | Приложна, 
Вотаве Пага Апа!/у55 | структуриране на | Клетъчна 
МуогКйомув 17 алгоритми за | биология 
разрешаване на 
специфични “казуси в 
Пларе) и МАПАВ 
2020, К. Рашвеп, Т. | Кратко, многопосочно | Теория 
Моезипа, описание на прост език с | Диагностика, 
Ия? годисноп То Мефса! | примери за ларе)/Е, | Микрография 
илаге Апа!уз15 43 МАПАВ, Ру оп 
2020, О. Кочпда!|, 5. Сирта, | Засяга и теми като Приложна, 
дълбоко “ обучение и 
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Адуапсез п СотритаНопа! | сигурност на съхранение | Диагностика, 
Тесииачез Рог Вотедка! | на данни в контекста на | Съдебна 
Ппаге Апа!у55: Мешод5 | конкретни приложения медицина 
ап АррПсаНопз 44 
2020, М. СПеп, Енциклопедичен труд с | Теория, 
Сотршег  Меяоп Гог | акцент върху дълбоко | Приложна, 
Мсгозсору паге Апа!у55 | обучение за анализ на | Клетъчна 
33 микрографски и клетъчни | биология, 
изображения Патология 
2023. Р. ВапКйеаа, Интерактивна онлайн | Теория, Клетъчна 
а годисноп То Вонпаре | книга с обяснения на | биология 
Апа/уз! 16 прост език, |тларе), РуШоп 


Горепосочените източници биха послужили като първоначален 
ориентир за > приложимоста и обхвата на > наличните 
възможности за анализ на биоизображения и техните 
приложения. Въпреки това, поради големия обем налична 
информация, осъществяването на практика за пръв път дори на 
най-простите протоколи, и то на най-интуитивните софтуерни 
продукти, вероятно ще представляват известно затруднение, 
освен ако не бъде направена непосредствена практическа 
демонстрация от колега с опит. Предлагането и търсенето на 
видеоуроци в интернет към настоящия момент достига огромни 
мащаби. Самообучението по този начин се утвърждава като 
предпочитан подход, особено по отношение на хора, навлизащи 
в напълно непознати до този момент за тях професионални 
сфери. Така, представените в Таблица 3 онлайн ресурси биха 
могли значително да улеснят осмислянето на теоретичните 
основи и внедряването на нови протоколи. Видно е 
разнообразието от източници в интернет, към момента на 
написването на тази монография, въпреки че една малка част от 
тях са недостъпни (по отношение на директен достъп през 
браузър) от България. 
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Таблица 3. Обучителни онлайн ресурси на английски език, 
включващи актуализирани списъци с ресурси, платформи за 


споделяне на протоколи и биоизображения, 


курсове и 


практически насочени видео поредици (към януари 2024 г.). 


Заглавие 


Коментар 


Линк 


Списъци с ресурси 


Плагебстепсе.оге 


Подробен, разностранен, много 
изчерпателен. Може да се наложи 
прокси достъп. 


Нирз:/Лтагезсеп 
се.огв/ 


Воппаге 
1лгогтансв 
(на МЕЦВ!А5) 


1лдех 


Най-актуалните подходи с 
примери и практически- 
приложими материали 


Нирз://Б.еч/ 


въпроси 


Платформи за споделяне на алгоритми и разискване на 


Пларе.зс 


Най-активният форум по темата 


НЕрз:/огит. лае 
е.5с 


с4зсепсе.сй 


Място за споделяне на 
материали, алгоритми, “напр. 
макро код за софтуера Е (таге)) 


НЕрз://с4зстепсе.с 
НЛу/бюопавте. а 
пд орНсв ра ог 
т Бюр 


Онлайн университетски курсове 


Увод в основните принципи на 
анализа на биоизображения с 
практически фокус върху софтуера 
плаге)/Е|! - 21 часа 


НЕрз:/Лумлу.едх.о 
ге еага/таге- 
апа!у515 


ЕРЕ|х: паге 
Ргосез5 те апа 
Апаузв ог Ше 
5сепНз?з, ЕдХ, 
Есо!е 
роутесниаче 
Тедега!е де 
Гацзаппе 

Ппаге апд Мдео 
Ргосеззте:  Егоп 


Маг то Нойумоод 
мМИЙ а 5гор а! Те 
Нозр(а!, ОиКке Оп! 


Увод в основните принципи и 
акцент върху видео-изображения 
- 21 часа 


НЪрз:/Лумлу.соигв 
ега.огг еага/ таг 
е-ргосез5 тр 
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Ока! млаге | Увод в основните принципи в | АН рз:/Лумлму.соигв 
Ргосеззте, малко повече “ детайли и | ега.огг/ еагп/Фей 
КМоплмуезегп математическа теория, ва! 

Ипмегвйу сравнение с горепосочените два 

курса - 35 часа 

ЕЕС5 442: | Акцентира на приложението на А!. | АЧрз:/Лмер.еесв.и 
Сотршег Мжоп, | Съдържа видеа (трябва да се | иисп.еди/“изЧпс) 
курс към | изпрати заявка за достъп към | Леастпр/еесз442 


Университета в 
Мичиган 


гоор!е дпме) и директно налични 
учебни материали и практически 


задачи 
ппаге  Ргосеззтв | Учебни материали от | ПЦрз://заН пуй.и 
апа Сотршег | университетския курс за 2018 г. в | ма.п//г.мапдепроо 
Мвоп, курс към | контекса на програмиране с | праага/РСУ20172 
Университета в | РуШоп 018/пдаех. Ат! 
Амстердам 


УоиТиБе канали 


плавте 1 Втоору, 


Лекционен курс върху основните 


(ОВ оогуТеситаи 


Аппе > Сагремегв, | теоретични понятия и | ез 
Кемп ЕПсеш практически операции, 
специфични казуси и приложения 
Лекции Вотаре | Лекционен курс, въвеждащ най- | ОПаезепНиер? 
Апау515 2020, важните теория и софтуерни 
КоБеп Наазе инструменти 
Е 15 ди9 мпаре), | Серии от практически | ФпорНотопейБей 


Ме! Ап опу 


демонстрации с протоколи и 
алгоритми на иларе)/ЕШ, Пазнк, 
Се!Рго ег и др. 


1197352 


Презентации на | Пълни записи на семинари с! ОМЕЦВА5 
МЕЦВ!А5 - Мецуогк | практическа насоченост, актуални 

о? Ецгореап | методи с по-широк набор от 

Вотпаре Апауз5 | софтуерни инструменти 

Презентации > на | Известно припокриване с | Фсорасептетогор 
СОВА: Семег Рог ОВоору Теснташез, но включва | еп отареа1864 
Ореп Вонпаре | записи от допълнителни 

Апа!у515 практически семинари 
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Курс на | Увод в програмирането на тасго | ФууБИ-Ьпзто! 
университета в | езика за алгоритми във паре)/ЕШ | АН рз://е иб.сот 
Бирмингам, с материали за упражнения в | /лбй-Бизто! 
Мойбоп СИНиУЬ 

Во тар! пе ЕасИЖу 

Лекции на | Увод в програмирането на РуШоп | Фр а!5гееп! 
б5геепма5 за > целите на анализа на | ПНрз://еййир.сот 


Впа рго!м, 2е!55 


микрографии, широк набор от 
подходи, свързани с 
приложенията на РуШоп 


/опзгеепи/рутоп 
- Юг писгозсор!515 


Практически 
примери за 
анализи, показани 
от )опаппа М. Оеа 
Сгиг 


Видеоинструкции за операции с 


изображения от оптична 
микроскопия във ларе)/ЕШ и 
ОиРатй 


О опаппа.гп.дейа- 
сги? 


Бази данни с примерни биоизображения 


Се! гаские | 20 и 30 таймлапс серии от | НЕр://сегасктес 
спайепре микрографии на ярко > поле, | Пайепре.пей 
фазово-контрастни и 
флуоресцентни, на различни 
клетъчни типове 
Тпе аре Пата | 384 ТВ от над 12 млн. разнородни | АН рз://дг.орепт! 


Кезоигсе (ОК) 


микрографии 


сгозсору.оге 


Се таре ПЬгагу 


12 000 серии от изображения или 
общо около 30 ТВ 


ВЕр:/Аумуми.се га 
агейргагу.оге/Пот 
е 


Вгоад Вопаге | Серии от разнородни снимки, | АН рз://ББрс.Бгоад 
Вепсптагк използвани за валидиране на | 159 ше.оге/ таре 
СойесНоп Се!Рго!!ег. -5е15 

Тпе се! тпаре | Фазово-контрастни изображения | АН рз://9о!.оге/10. 


апа!у515 агсиме 


на миобластни стволови клетки 


17605/05Е.1О/У5А 
92 


М(о55  детесНоп 
то Ргеаз: сапсег 
1 тоговса тавез 


НЕ оцветени слайдове с проби от 
рак на гърдата 


внр/Лидо17.Кее. 
Н/гайоз 2012/па 
ех. ат! 
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Свойства на цифровите изображения 


Познаването на инфраструктурата на наличните 
свободнодостъпни > обучителни ресурси с теоретична и 
практическа насоченост е предпоставка изследователят да 
оборудва методологичната си „кошница“ със софтуерни 
инструменти. С тяхна помощ могат да бъдат изградени 
аналитични потоци, които преобразуват експерименталните 
биоизображения в ясно структурирана информация, а след това, 
и в биологични прозрения. 


Оптималният избор на инструменти, изисква разбиране за 
особеностите и характеристиките на заснеманите обекти, за това 
как е получена и съхранена в цифров вид визуалната 
информация и ограниченията, свързани с това. 


Резолюции 


Предпоставки за получаване на изображения с подходяща 
разделителна способност 


При заснемане на обекта, светлината, отразена или излъчена от 
него и обкръжението му преминава през оптичната система на 
микроскопа/фотоапарата/камерата, на изхода на която се 
проектира изображението, попадащо върху фотоматрицата. Там, 
проекцията се преобразува в електрически сигнали спрямо вида 
и интензитета на светлината, попадаща върху всеки сензорен 
елемент. Въпросните сигнали се преобразуват в числови 
стойности, служещи за да се генерира растер от пиксели 
(цифрова матрица), който може да бъде анализиран и/или 
преобразуван отново във визуални характеристики спрямо 
цветова схема (указваща цвета и интензитета на всяка стойност 
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на пикселите) и представен на екран. Всеки един от тези етапи е 
определящ за качеството на цифровото изображение. 


Разделителна способност (резолюция) 


Разделителната способност, или резолюцията е най-важният 
показател по отношение на качеството на биоизображенията, 
подлежащи на компютърен анализ. Тя “ представлява 
способността визуално да се различат две съседни точки в 
изображението. От нея зависи размера на най-малките детайли, 
които са различими в изображението. Например, ако най- 
малкото разстояние между две точки, преди очертанията им да 
се размият, припокрият и започнат да изглеждат като един обект 
е 1 ит, това е и стойността на резолюцията. Тя зависи от 
характеристиките на светлината, средата на разпространението 
йи, разделителната сила на обектива, характеристиките на 
фотоматрицата, форматирането на > записаното > цифрово 
изображение и екрана за визуализация. На практика, понятието 
резолюция се използва по отношение на всички тези концепции, 
определящи “качеството на “изображението. „Те | са 
взаимосвързани, но не и идентични. 


От момента на запазването на изображението в цифров, 
растерен вид, неговата резолюция е пропорционална на броя на 
пикселите, или елементите на матрицата, в които е поместена 
визуалната информация“. Въпреки това, най-непосредственият 
елемент, от чиято резолюция ще зависи качеството на детайлите 
в наблюдавана на екрана микрография, е броят отделни точки 
(пиксели), изграждащи елементите на самия екран. Ако 
изображението е изградено от малък брой пиксели, но е 
представено на екран с голяма разделителна способност, най- 
малките детайли, които можем да разграничим, ще зависят от 
резолюцията на самото изображение, а не на екрана. В 
противоположния случай, ако представим много голямо 
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изображение на малък екран, наблюдаваните детайли ще бъдат 
сведени до резолюцията на екрана, с уточнението, че това 
ограничение може да бъде донякъде преодоляно, като части от 
изображението бъдат поотделно увеличени (го0от Пт) и 
визуализирани. Въпреки че може да окаже влияние върху 
преценката на оператора, разделителната способност на екрана 
няма отношение към самите алгоритми за анализ на 
изображенията, които за целта се разглеждат единствено като 
числови матрици. 


Когато говорим за анализ на изображения, под разделителна 
способност най-често се има предвид именно броят пиксели, 
изграждащи матрицата на изображението. Функционалният 
брой пиксели (които носят значима информация за заснетите 
обекти) в цифровите изображения е пряко свързан с броя и 
качеството на работещите елементи във фотоматрицата и с 
качеството на проектираните върху тях образи. Препоръчително 
е винаги да се запазва оригиналното, непреработено 
изображение, тъй като при почти всички операции върху 
цифрови изображения се губи част от информацията, дори това 
да не е очевидно. Най-простият пример е, че при свиване на 
изображението, при което оригиналната информация се вмества 
в матрица с по-малък брой пиксели, разделителната способност 
по правило ще бъде намалена, освен ако изображението не е 
било предварително разтеглено в определени пропорции. Ако 
броят на пиксели в изображението бъде изкуствено увеличен 
чрез разтягането му по хоризонтала и вертикала, това няма да ни 
помогне да > разграничаваме по-малки детайли, защото 
визуалната информация, която бива съхранена няма да 
надхвърли отчетената от елементите на фотоматрицата. 
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Достатъчен брой пиксели за изобразяване на обект 


Правилото за минималния брой пиксели, които са необходими 
за изобразяването на обект, е формулирано в теоремата на 
блаппоп-Мудшв!4? 49. То засяга въпроса върху колко работещи 
елемента на фотоматрицата (и колко съответстващи пиксела в 
полученото изображение) трябва да бъде проектиран образа на 
даден обект, за да бъде разграничим при формирането на 
цифров от аналогов сигнал. Теоремата гласи, че честотата на 
дискретизация (брой зензорни елементи на фотоматрицата за 
единица площ) трябва да бъде най-малко два пъти по-голяма от 
честотата на отчетения сигнал (площ, заета от проектираните 
образи на най-малките обекти, които ни интересуват) (Фигура 3). 


резолюция < 5 ЦМ цифрово изображение 
резолюция < 10 ЦМ цифрово изображение 


СЪ 


Фигура 3. Пример за цифрово изображение (дясно) в случай, 
когато проектираните образи на две отделни клетки са с 
размери, сходни с размерите на едно (долу) или на две полета 
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(горе) от фотоматрицата (ляво). Адаптация по Рам/еу е а! 
(2006)2051. 


В противен случай, в полученото изображение два обекта може 
да бъдат погрешка идентифицирани като един. Припокриването 
на размитите граници води до загубата на част от визуалната 
информация и е възможно да се проявят артефакти??, като 
изкривявания в повтарящи се мотиви, от типа алиасинг?. Може 
да се приеме, че теоремата на 5паппоп-Мудш?! задава само 
минимално изискване бъде видим обекта, но не гарантира 
ясното представяне контура му и различаването на обекти с 
еднакви размери, но различна форма. 


Емпирично-установеното правило, за да бъде обектът с 
достатъчно разграничими контури и с разпознаваема форма е, че 
очертанията му трябва да се вместват в зона, широка поне 5-10 
пиксела. Рисковете при представяне от по-малък брой пиксели е, 
че ако очертанията на обекта попадат между два детекторни 
елемента, респ. два пиксела, то стойността ще е разпределена 
между тях и видимо границите на обекта ще бъдат по-бледи, но 
разширени до тези на външния ред пиксели (Фигура 3). 


Избор на оптично увеличение на микроскопа 


Дори фотоматрицата да има огромен брой елементи, ако 
генерираните от оптичната система проекции на обектите са с 
неясни очертания и са неразграничими, то те ще са такива и в 
получения растер. Въпреки многобройните пиксели, обектите 
ще са с неясни и неразграничими очертания. 


В ежедневната практика, най-често за да разгледаме под 
микроскоп определен обект в повече детайли, прибягваме към 
обектив с по-голямо увеличение. Видът обектив определя от 
една страна мащабите на детайлите, които искаме да бъдат ясно 
разграничими, а от друга, желания обхват и брой обекти, които 
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да се намират в зрителното поле. Изборът на обектив изисква 
каква степен на детайли ни е достатъчна, за да отговорим на 
поставения научен въпрос. Ако е нужно в да бъдат 
фотографирани едновременно повече от един обекти, следва да 
сме наясно и с обхвата на зрителното поле и нужните ни брой, 
гъстота и хомогенност на разпределението на обектите в 
пробата. Така, оптималният баланс между резолюция и обхват 
на зрителното поле ще е свързан не само с избора на обектив, но 
и с особеностите на пробоподготовката. Разбирането, че по- 
голямо увеличение е свързано и с по-добро представяне на 
детайлите е интуитивно, но подобна корелация не е 
задължителна”. Обикновено, обективи с по-голямо увеличение 
имат и по-голяма числова апертура (питепс арегиге, МА). 
Всъщност, тя е незаобиколимият фактор по отношение на 
разделителната способност, а не увеличението само по себе си. 
МА е мярка за максималният ъгъл, под който светлината може да 
попадне в обектива. Обектив с по-голяма МА събира светлина, 
разсеяна под повече ъгли и позволява да се получи по-ясен и 
фокусиран образ. Освен от обектива, МА зависи и от 
рефракционния индекс на средата, в която се разпространява 
светлината от обекта до достигане на лещата на обектива. 


В стандартната светлинна микроскопия, „разделителната 
способност е ограничена от закона за дифракцията. Дифракцията 
се проявява като отклонение (разсейване) от праволинейното 
разпространение на светлината, когато премине покрай 
препятствие, или малък отвор. Размитите очертания на образа и 
наблюдаваните в някои случаи концентрични пръстени около 
образите на много малки или отдалечени обекти, са резултат на 
това явление”. Начинът, по който бива трансферирана 
светлината от източника и до проектираните образи в 
изображението зависи от вида светлина и устройството на 
оптичната система и може да бъде моделиран чрез т.нар. 
функция за разсейване на точка (ро! зргеад Рипсйоп, Р5Е)2Ф. 
Начинът, по който малките обекти във Фигура 4 биват 
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проектирани в съответните им микрографски изображения, 
може да бъде изразен с Р5Р, присъща за конкретна оптична 
система. Като правило, с увеличаване на МА се изменя и Р5Е, в 
посока формиране по-малка точка с по-ясни и остро очертани 
граници. 


Физически ограничения на разделителната способност - 
Критерий на Кауеай 


Разстоянието, под което два безкрайно малки източника на 
светлина не могат да бъдат разграничени и ще изглеждат като 
един зависи от разсейването (дифракция) на светлината и МА. 
Степента на дифракция зависи от дължината на вълната (напр. 
цветове с по-малка дължина на вълната, като син и зелен ще 


А. 


обекти 
е 


Б. В. 
... 


Фигура 4. Схематично представяне на изображения (долу, 
големи квадрати А., Б., В.) на реалните очертания на един 
(горе, правоъгълник А.) или два малки обекта (горе, 
правоъгълници Б. и В.) на разстояние по-малко от 
разграничимото (Б.) или колкото е разграничимото г, 
съпоставимо с радиуса на диска на Ейри (В.).; О-разстояние 
между централните точки на двата обекта. Адаптирано по 
И/Жипа ева. (2012)””. 
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имат по-малка дифракция и по-добра разделителна способност, 
в сравнение с червен). На базата на познания за дифракцията и 
числовата апертура, чрез критерия на Кау!ете!? 78, може да бъде 
изчислено разстоянието между два обекта??, под което 
очертанията им ще се припокриват и ще изглеждат като един, и 
обратно, над което, ще могат да бъдат разграничени визуално 
(Фигура 4). Според това правило, резолюцията може да се 
изчисли по формулата: 


овал 
ТОМА 


където ге резолюцията, или дистанцията при която два обекта са 
различими, Ле дължината на вълната, а МА ечисловата апертура. 
Това разстояние отговаря приблизително и на радиуса на 
светлия диск, дължащ се на дифракция (диск на Ейри)??. 


Това ограничение е свързано с вълновите характеристики на 
светлината и няма отношение към разделителната способност на 
фотоматрицата. Резолюцията ще е лимитирана от най-слабото 
звено, освен ако не се извършат допълнителни трансформации 
на полученото изображение или подходи за супер резолюция”. 
Така, резолюцията на микрографията ще зависи от зеното с най- 
слаба резолюция - оптичната система, фотоматрицата или 
софтуера за дискретизация и квантуване. 


Подходи за увеличаване на резолюцията 


Резолюцията може да бъде подобрена като се използва 
източник на светлина с по-малка дължина на вълната. 
максималната постижима резолюция с червена светлина (А - 650 
пт), ще е около 340 пт, за зелена светлина (А - 550 пт), около 
290 пт, а за синя светлина (А - 450 пт), около 240 пп??. Това 
може да бъде приложено към избора на флуоресцентно 
багрило. 
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Тъй като МА зависи от рефракционния индекс на средата между 
пробата и обектива, със стандартните обективи, при които има 
въздушен слой, обикновено може да се постигне максимална МА 
около 0.95. Ако се разшири ъгълът на попадналата в обектива 
светлина и по този начин и стойностите на МА, ще се повиши и 
резолюцията8З. С помощта на т.нар имерсионни обективи, 
между пробата и обектива се накапват специални масла с по- 
висок рефракционен индекс от въздуха и така могат да се 
достигнат стойности на МА над 1.3, ав някои случаи, дори 1.7. Ако 
при светлина с А - 525 пт и МА- 0.95 се достига резолюция от 337 
пт, то при увеличаването на МА до 1.4, резолюцията стига до 229 
пппб4, 


Освен конвенционалната микроскопия на широко поле, се 
прилагат и по-сложни, специални оптични системи, при които 
може да бъде постигната резолюция отвъд дифракционната 
граница?? и критерия на Кауерй. Например, при конфокалната 
микроскопия, светлинният източник е лазер, чиято светлината 
се насочва само в равнината на наблюдение и с помощта на 
малка апертура се елминира разсеяната светлина и шума от 
зони, които не са на фокус. По този начин голяма част от 
светлината бива елиминирана, и е необходима по-дълга 
експозиция. Чрез сканирането (обхождане) на различни зони и 
равнини, конфокалната микроскопия позволява изграждането 
на качествени триизмерни (30) изображения и резолюция от 
около 200 пт?” Подобна разделителна способност има и 
мултифотонната микроскопия ( пийорйотоп писгозсору, МРМ), 
която постига още по-прецизно насочване на лазера в една 
точка, без да е необходимо да се прилага допълнителна 
апертура за елиминиране на разсеяната светлина. Тя е особено 
подходяща за генериране на 30 изображения в срезове с по- 
голяма дълбочина (над 100 иМ), в сравнение достижимата за 
конфокалната микроскопияФ8. Друг подход да се елиминира 
странична светлина, е като лазерът се насочи към пробата под 
такъв ъгъл, че поради пречупването на свелината при 
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навлизането в пробата, да бъде осветен единствено много тънък 
слой от повърхността, без да се засягат подлежащите слоеве. 
Това се прилага при техниката флуоресценция с пълно вътрешно 
отражение (тога! 1итегпа! гейеспоп Ниогезсепсе, ТКЕ). Тя 
позволява резолюции под 100 пт ие подходяща в случаи, когато 
наблюдаваните структури са разположени в тънък слой на 
повърхността на пробата? 7. 


Други специални техники, преодоляващи дифракционната 
граница, са методите за оптична наноскопия и постигане на 
супер резолюция. Употребата им все още е по-ограничена в 
сравнение със споменатите до тук техники. С тях могат да бъдат 
постигнати резолюции от порядъка на няколко десетки 
нанометра”. Такива са  микроскопите със > симулирано 
изчерпване на емисията (51ишатей еп5згоп дер!еПоп, 5ТЕО)?2, 
със структурирано осветление (51гистигед ШиттаНоп пи сгозсору, 
5м) 3, фотоактивираните “| локализационни микроскопи 
(риогоасиматей |осапганоп писгозсору, РАМ)”, стохастичните 
оптични > реконструктивни микроскопи (зтоспазис  орйса! 
гесопзгисНоп писгозсору, 5БТОКМ) 72, микроскопите с изчерпване 
на флуоресцентната емисия (Пиогезсепсе ет!5з оп дШегепсе, 
ЕЕО) 6 и др. 


Има подходи на базата на дълбоко обучение, т.нар. супер 
резолюция, с чиято помощ може изкуствено да се повишави 
резолюцията на вече заснетото изображение. Използва се 
контекстуална информация, като контури, фон и др., за да се 
получат производни изображения с видимо подобрено 
качество”. Важно е да бъдат взети предвид ограниченията на 
този подход. Добавените детайли са генерирани от модел, 
предварително обучен върху примерни изображения и в 
същността си са прогнози, които дори да са много добри, не са 
базова истина и зависят от обучителния комплект изображения. 
Освен ако прилаганите модели не са стриктно валидирани, е 
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вероятно да не бъде идентифициран определен детайл, или пък 
да бъде добавен детайл, който липсва при заснетия обект”. 


Дълбочина на пикселите 


Стойностите, които може да приемат пикселите при заснемане 
на изображение по правило са цели (квантуване) и принадлежат 
на скали с определен обхват (дискретизация). Освен броя 
пиксели, значение за качеството на изображенията и точното 
представяне на обектите в тях, имат именно въпросните скали, 
или тяхната дълбочина (обхват, брой различни стойности, които 
могат да заемат). Въпреки че повечето дефиниции за 
резолюцията, като мярка за разграничаване на детайли, 
акцентират на броя пиксели, а не на дълбочитата им, лесно може 
да се докаже, че тя оказва влияние. Ако изображението е с малка 
дълбочина, то пикселите ще могат да заемат малко на брой 
стойности и съответно, ще представят малък брой нюанси. 
Обратно, при голяма дълбочина, ще е възможно да бъдат 
представени нюанси на интензитета/цвета. Въпреки че с 
типовете изображения с голяма дълбочина това е възможно, не 
е задължително да бъде използван целият диапазон от нюанси. 
Използваният диапазон се нарича „динамичен > обхват“ 
(динамичен диапазон, дупап!с гапре)?. Той зависи освен от 
условията на заснемане и обекта, и от настройките на оптичната 
система и фотоматрицата. Изображенията с голяма дълбочина 
не е задължително да имат голям динамичен обхват, но при 
типовете изображения с малка дълбочина на пикселите, е 
непостижим. 


Освен че всеки пиксел в матрицата може да заема определен 
набор от стойности, възможностите за съхранение на 
информация в пикселите могат да бъдат допълнително 
разширени, като, образно казано, бъдат насложени една върху 
друга, като пачка, повече от една матрици с идентични 
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координати. Тогава, за пиксел с определени координати, 
близначните пиксели в останалите матрици от пачката ще могат 
да съхраняват различен вид информация (друг цвят, 
флуоресценция или дори мас спектър). Според дълбочината 
съществуват различни типове цифрови изображения, като най- 
често използвани за анализ на биоизображения са: 


Бинарни, или 1-битови. Ако изображението е бинарно 
(едноцветно, най-често представяно като черно-бяло), всеки 
пиксел може да заеме само 21 стойности - Ои 1. СО обикновено 
се представя липсата на отчетен интензитет, или черен цвят, а с 
1 - максималният интензитет, или бял цвят. Дали светлина с 
определен интензитет ще надвиши физическия или условно 
зададен праг, за да бъде отчетена и кодирана като 1 в 
изображението, зависи от чувствителността и настройките на 
фотоматрицата или критерият за бинаризиране (сегментиране) 
на оригинално изображение с много нюанси до черно-бяло. 
Бинарните изображения са удобни за идентифициране на 
обекти и често се създават като междинни производни 
изображения, за да позволят идентифициране на контурите на 
обекти в оригиналното изображение. Функционалността им за 
тази цел се дължи на ясно откроените граници между обект (бял) 
и фон (черен) при тях. На практика, бихме могли да използваме 
и 2-битови изображения, при което скалата ще приема 22 или 4 
възможни стойности. Тогава, освен черно (0) и бяло (3), ще е 
възможно да се представят и още два нюанса, светлосив (1) и 
тъмносив (2). Това обаче, не е популярен тип представяне по 
отношение на анализа на биоизображения, понеже от една 
страна, се губи предимството на недвусмисления контур при 
бинарните без, от друга страна, се постига значителна 
резолюция, осъществима чак при 8-бита дълбочина. 


8-битови. Приема се, че чрез 8-битово изображение (28 или 256 
нюанса, един байт за пиксел) се постига достатъчна дълбочина 
за визуално изобразяване, докато се заема сравнително малко 
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компютърна памет. Когато е необходим количествен анализ 
обаче обикновено са предпочитани изображения с дълбочини от 
порядъка на 16 бита, тъй като дават по-голяма прецизност ие 
малко вероятно да бъдат „отрязани“ (сПррие) много ниски или 
много високи стойности на интензитета. 


16-битови. 16-битовите изображения позволяват в 
изображението да бъде записана много повече информация (21? 
или 65 536 стойности). Ако съпоставим едно 16-битово 
изображение с негово идентично, но 8-битово копие, разликата 
между тях ще е незабележима с просто око. Ако обаче измерим 
интензитетите на пикселите върху линия с 
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Фигура 5. Градиент на сивия цвят (А). При генерирането му 
като 16-битово, е измерен профила на интензитетите 
(ордината) по дължината (абсциса) на линейна селекция в 
обсега на най-нисък интензитет (жълта линия горе вляво, 
посочена с червена стрелка) преди (Б.) и след преобразуването 
на изображението в 8-битово (В.). Изображението и 
профилите са създадени в софтуера Е!/. 


еднакви координати тези две изображения, ще забележим, че 
пиксели с различен интензитет в 16 битовото изображение 
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(Фигура 5 Б.) биват представени като пиксели с еднакъв 
интензитет в 8-битовото (Фигура 5 В.), което се наблюдава като 
наличие на плата по продължение на градиента. 


32-битови КОВ. Както името подсказва (червен - гед, зелен - 
ггееп, син - че, КОСВ), тези изображения съдържат три канала за 
интензитета на трите основни цвята. Каналите за всеки отделен 
цвят са 8-битови, като съставляват общо 24 бита (3 х 8) и само с 
тях могат да бъдат постигнати 16 777 216 различни цветни 
комбинации. Черният цвят обикновено ще съответства на 0 във 
всеки от трите канала, а белият - 255 във всеки от трите канала. 
Останалите 8 бита (за достигане на 32) обикновено се използват 
за т.нар. „алфа“ канал, кодиращ информация за нивото на 
прозрачност, който обикновено няма > отношение към 
функционалните характеристики на типичните микрографии. 
Въпреки това, той подобрява вида на градиенти и светлосенки, 
особено за целите на графичния дизайн и анимацията и може да 
влезе в употреба, ако се налага да се насложат едно върху друго 
две или повече изображения за целите на визуализацията. 


32-битови монохромни. За разлика от КСВ, съдържат само един 
цветен канал и позволяват дълбочина на пикселите, значително 
надвишаваща тази на 8- и 16-битовите изображения. С тяхна 
помощ се преодолява ограничението пикселите да съдържат 
само цели числа. За разлика от 8- и 16-битовите изображения, те 
могат да съхраняват дроби (включително числа с десетична 
запетая) и да заемат отрицателни стойности. Това има значение 
за анализи, които изискват изчисления като коренуване или 
операции с отрицателни стойности. Резултатите от тези анализи 
могат да се запишат в 32-битово изображение. 


Композитни (съставни многоканални) - Те могат да са 
изградени от множество канали (два, три и повече), които могат 
да бъдат 8- или повече битови и да съдържат информация за 
различни цветове, които не е задължително непременно да 
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бъдат червен, зелен и син. Могат да се използват за съхранение 
на различни типове информация като флуоресцентни?, и 
едновременно с това, други канали като фазово-контрастен?, 
масспектрометричен2, пространствено транскриптомен?? и др. 
Този вид > изображения са удобни при анализи за 
колокализация8:. 


Преобразуване на изображенията от един в друг вид с различна 
дълбочина на пикселите и цветните канали крие рискове от 
загуба на информация. 


Ако преформатираме едно 8-битово монохромно изображение, 
намалявайки дълбочината му до 1-битово (бинарно, два 
възможни нюанса), то всички пиксели от > 8-битовото 
изображение със стойност над средния интензитет или друга 
условно зададена от нас гранична такава, в производното 
бинарно изображение ще бъдат представени с бял цвят (1), а 
останалите, с черен цвят (0). При това, ако в 8-битовото 
изображение са заснети два леко разфокусирани, едва 
разграничими близки обекта с размити граници, в бинарното 
изображение е много вероятно да бъдат необратимо обединени 
в един по-голям обект, понеже постепенното избледняване на 
интензитетите на пикселите с отдалечаване от най-наситените 
централни точки на двата обекта ще бъде заменено с един цвят. 
Обратното преформатиране на бинарното изображение в 8- 
битово няма да възстанови вече изгубената информация за 
нюансите и обектите няма да бъдат повторно разграничими. 
Това показва, че не само броят елементи във фотоматрицата и 
оптималният брой пиксели в изображението са определящи за 
качеството му, но и чувствителността и прецизността на всеки 
неин елемент, който има отношение към динамичния обхват и 
дълбочината на изображението. Ако елементите > на 
фотоматрицата са слабо чувствителни и могат да идентифицират 
само четири нюанса (2 бита), запазването на отчетените четири 
различни стойности в 8-битово изображение няма да доведе до 
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ефективно > увеличаване на “качеството на цифровото 
изображение. 


При цветови трансформации също може да бъде загубена 
информация. Комбинирането на отделни изображения или 
отделни канали от > композитно > изображение, в КсВ 
изображение ще доведе до загуба на информация за 
интензитетите на отделните канали. При трансформацията 
съотношенията между цветовете ще бъдат преизчислени, за да 
се впишат в КСОВ каналите. Няма да бъде изгубена цветова 
информация единствено ако “поначало “| композитното 
изображение е изградено от канали, съдържащи напълно 
изчистени и непримесени нюанси на червен, зелен и син цвят. 


Шум 


Всички описани дотук съображения за получаване на качествени 
изображения са разгледани в една идеална ситуация, в която 
полученият “ цифров  растер “идеално “| възпроизвежда 
проектираните от оптиката образи, били те и неясни. В реалната 
ситуация обаче сигналът винаги е примесен с определени нива 
на т. нар. „шум“. Той обикновено се проявява със случайни и 
равномерно разпределени отклонения в стойностите на сигнала, 
които придават на изображението „зърнист“ вид. Основните 
източници на шум са свързани или с потока от попадащи върху 
фотоматрицата фотони (фотонен шум), или с количеството 
генерирани в резултат електрони във фотоматрицата (шум при 
отчитане). Доколко шумът ще се отрази на качеството на 
изображението, зависи от съотношението сигнал към шум. 
Основен подход за намаляване на шума е отчитането на повече 
фотони. Особеностите на видовете шум, подходите за 
намаляване на влиянието му и изборът на подходящ вид 
фотоматрица е резюмиран от Вапкпеаа (2023):. 
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Размери 


Добавяне на допълнителни измерения (пачки и 
хиперпачки) 


Типичните двумерни изображения имат координати за хи у, 
определящи разположението и формата на заснетите обекти. 
Ако заснемем същото изображение, но в КаВ формат, цветът, 
съответстващ на всеки пиксел ще се определя от три отделни 
стойности за интензитета на червения канал, на зеления канал и 
на синия канал. Наличието на повече от един канал предполага 
принадлежността на всяка стойност да бъде недвусмислено 
определена с добавяне на координат (освен хи у) с три 
възможни стойности (за всеки от трите цветни канала), т.е. 
изображението добива ново измерение. Няма ограничения за 
вида информация, която може да се съдържа в допълнителните 
измерения. При групиране на растерните матрици в пачки 
(5тасК5), структурата на новосформираната координатна система 
следва да бъде недвусмислено указана. Така, всяка стойност в 
който и да е слой ще може да бъде идентифицирана чрез 
уникалните си х, у, 2 или други координати. Освен цветни канали, 
най-често «| прилаганите “| допълнителни “измерения 9 са 
пространствено (г) и времево (!. 


Ако разстоянията между два съседни пиксела в равнината (х у) 
на 30 микрография е различно от това между прилежащите 
пиксели в съседни срезове (г), изображенията се наричат 
анизотропни, а ако е еднакво - изотропни. По-често 
изображенията биват анизотропни. Голяма част от операциите 
върху 30 изображения ще следват същата логика като 
операциите с двумерни изображения. Някои операции, особено 
включващи неделими З0 филтри, ще изискват голям 
изчислителен ресурс и за предпочитане ще са паралелните 
изчисления чрез графичен процесор". 
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Макар да звучи контраинтуитивно да говорим за 5-измерни 
обекти в ежедневната си практика, това не е толкова необичайно 
за целите на анализа и  визуализацията. Композитно 
изображение с повече от един цветен канал, може да бъде 
съхранено като пачка от растери с широчина хи височина у. При 
добавяне на информация от различни 
равнини/дълбочни/срезове снимките могат да  добият 
допълнително, пространствено измерение (г), което е 
характерно за томографските изображения. Ако добавим повече 
от три измерения, получените пачки от пачки, се наричат 
хиперпачкий. Например, към 30 изображението, допълнително 
може да се добави и времево измерение (!) чрез повторно му 
заснемане през определени времеви интервали. Резултатът е 30 
видео или Пте |арзе (заснемане през големи времеви 
интервали, като в резултатното видео бавно-настъпващи 
процеси изглеждат силно забързани). 


Можем да продължим да добавяме допълнителна информация 
за заснетите обекти, като обогатяваме координатната система с 
още измерения, като общото правило е при всяко допълнително 
измерение да се умножават всички съществуващи хиперпачки по 
броя стойности на новия координат. Визуалното поле на 
микроскопа е ограничено и обратнопропорционално на 
увеличението. Това ограничение може да бъде преодоляно с 
помощта на моторизирана стойка за автоматизирано заснемане. 
За нуждите на дигиталната патология биват заснемани 
множество припокриващи се съседни зрителни полета, които 
цифрово се напасват и сглобяват в изображение (мозаечно, 
пед), представящо повърхността на целия хистологичен слайд. 
Подобни изображения позволяват да се запише информация, 
обхващаща много нива: органово, тъканно, клетъчно и 
субклетъчно. При такъв обем от информация, размерите на 
типичното изображение са от порядъка на няколко гигабайта? 8. 
В тези случаи е удачно да се използват пирамидни изображения 
(Фигура 7). 
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При възможност за автоматизирано заснемане в многоямкови 
плаки, може в изображението да се добавят и метаданни, 
свързани с условията на третиране, които ще улеснят 
интегрирането в анализа на данни от други видове тестове, които 
да допринесат за по-широкия контекст на анализа с помощта на 
многопараметрични методи. Размерът на изображение, 
изградено например от малък брой пиксели с 8 бита дълбочина, 
при добавяне на няколко флуоресцентни канала, изображения 
от многоямкова плака, както и видео, може лесно да достигне 
размер от няколко терабайта. 


Намаляване на измеренията за целите на 
визуализацията 


Обобщено представяне чрез хистограма. Хистограмата показва 
броя пиксели (ордината) с определен интензитет (абсциса). Чрез 
нея можем бързо да се ориентираме за разпределението на 
интензитетите на пикселите в п-измерни изображения. Въпреки 
че пренебрегва пространственото разположение на пикселите, 
хистограмата дава важна информация за условията на заснемане 
на снимката, например дали е била изсветлявана (Фигура 6 В.), 
потъмнявана (Фигура 6 Г.), дали са променяни контрастът и 
яркостта (Фигура 6 Б,), каква е била светлинната експозиция и 
има ли свързани с това артефакти. 
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М. 149600 ма: 79 М: 149600 ма: 0 М: 149600 ми: 180 М: 149600 ма: 0 

Мезп: 142462 Мах 200 Мезп: 133.766 Мах 255 Мезп: 241.060 Мак 255 Меап: 20.206 Мах 77 

Зшех 15.981 Моде: 136 (4319) Зем. 33806 Моде: 120 (4319) З40ем 12553 Моде: 255 (38607. Зем. 14.672 Моде: 0 (15146) 
Уаше: 249 Сошп 0 уаше: 150 Соипе 2591 Уаше: 116 Соип 0 Уаше: 143 Соип 0 


Фигура 6. Хистограми (долен ред) на фазово контрастна 
микрография (горен ред) в оригиналния си вид (А), след корекция 
на максимална и минимална стойност (Б), след прекомерно 
повишаване на яркостта (В) или понижаване на яркостта (Г). 
Микрографията е заснета в ин витро лабораторията на 
Секция по Токсикология и представя миши фибробласти 1929, 
а хистограмите са генерирани с !таде)/ЕШ8839. 


Ако се наблюдава изместване на основната фракция пиксели в 
десния край, отговарящ на най-големите интензитети, тогава 
вероятно снимката е била свръх експонирана (изсветлена) при 
заснемане или след това е коригирана яркостта й, като и в двата 
случая се губи част от информацията за детайлите в „отрязаните“ 
най-ярки части на изображението (Фигура 6 В.). Същото е 
валидно и в обратния случай, когато няма достатъчно светлина 
при заснемане, или пък след това яркостта е намалена 
прекомерно (Фигура 6 Г). Единственият начин да бъде 
възстановена липсващата информация е чрез повторно 
заснемане. 


Ако има голям брой пиксели на минималната стойност или 
широки интервали от стойности, за които липсват пиксели, е 
възможно това да се дължи на артефакти. При всички случаи, ако 
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модата е при минималната или максималната стойност, това е 
индикация, че има загуба на информация в снимката. 


Проекция, намаляване на измеренията и 30 нелинейни 
филтри. Човешкият ум и зрение изпитват затруднения при 
възприятието едновременно на многомерни изображения, 
комбиниращи пространствена, времева, многоканална и друга 
информация. 


Основен подход за едновременно визуализиране на голямо 
количество информация от различни измерения е т.нар. 
проекция. Тя се изразява в редуцирането на измеренията и 
наслагването на значимата информация в едно двумерно 
изображение (дитпепяопайу гедиспоп Бу рго|есПоп). В случая, 
когато следва да се редуцира измерението за време, проекцията 
би представлявала > изображение с  траекториите на 
съдържащите се обекти. 


Един от подходите за генериране на траектории е т.нар. 
проекция на максималния интензитет (пахтит итепзйу 
ргофеспоп - М!Р)86. При нея се сравняват интензитетите на всички 
пиксели с еднакви хи у координати, но различни времеви 
координати (1) и се избира за представяне само най-голямата 
стойност. Т.е. за всяка точка от изображението се прави 
сравнение със същата точка във всяко едно време на заснемане 
и в проекцията се отбелязва най-ярката измежду тях. Ако дори 
само в рамките на един кадър, ярък обект на тъмен фон се е 
намирал на тези координати, той ще бъде представен на тях. 
Това сравнение се повтаря за всяка една точка от двумерната 
повърхност. Така, ако яркият обект в отделни моменти се намира 
на различни х и у координати, то в проекцията ще бъдат 
едновременно насложени всички местоположения за всички 
времеви точки. Ако имаме заснети 9 кадъра, тази операция ще 
представлява приложение на нелинеен 30 филтър с размери 1 х 
1х9 (ххух!. За да бъдат ясно представени траектории, които 


45 


се пресичат в определени моменти, скоростта на заснемане 
трябва да бъде съобразена със скоростта на обектите. Иначе, ако 
получените точки са твърде отдалечени, ще бъде трудно да се 
проследят и свържат в индивидуални траектории. 


Ограничение на този метод на проектиране на траектории е, че 
се губи времева информация, понеже е трудно да се прецени 
посоката и скоростта на движение. Това може да бъде 
преодоляно, ако в процеса на проекция обектите се сегментират 
и се приложи известен градиент в контекста на цветна схема за 
постепенна промяна на цвета с времето. По този начин, в 
началото всички обекти/траектории ще имат един цвят, който 
през определени времеви интервали постепенно ще прелива в 


друг цвят. 


Прилагайки различни нелинейни филтри в процеса на 
генериране на проекции, ще можем да извлечем допълнителни 
видове информация от същото видео изображение или Пте 
арзе. . Необходимо изискване е да е достатъчно представен 
фонът. Медианният филтър ще позволи да  извлечем 
информация за фона, защото при интензивно движение на ярки 
обекти на тъмен фон, през по-голямата част от времето, повечето 
пиксели ще са незаети с обекти и съответно, с нисък интензитет. 
Полученият по този начин фон може да бъде изваден от 
изображението, при което обектите и траекториите им ще са 
ясно различими и артефакти от фона като светлосенки и 
неравномерно осветяване ще бъдат ограничени. Друг вид 
филтър, позволяващ корекция на неравен фон (Ла!-Ле!д”0) на 
базата на няколко изображения, представени като пачка, е 
минимум 30 филтърът. Някои видове 30 филтри като филтърът 
за стандартно отклонение ще имат за резултат дробни числа, 
което налага резултатът да бъде съхранен в 32-битово 
изображение. 
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Пирамидни изображения. “Представляват подход | за 
представяне на една и съща информация в серийно намаляващи 
мащаби“ (Фигура 7). 


Ниво 4: 1/256 площ; 1/16 резолюция 
Ниво 3: 1/64 площ; 1/8 резолюция 


Ниво 2: 1/16 площ; 1/4 резолюция --- 


размиванеи 
смаляване 


Ниво 1: 1/4 площ; 1/2 резолюция 


размиване и 
смаляване 


Ниво 0: цяла площ; 
максимална резолюция 


Фигура 7. Пирамидно представяне на големи изображения 
като поредици от изображения с прогресивно намаляващи 
размери и резолюция за целите на оптимизиране на 
изчислителните ресурси спрямо необходимата резолюция. 


Постига се като обикновено бива намалявана резолюцията чрез 
постепенно размиване с Гаусов филтър, последвано от свиване 
на площта до получаване на все по малко ниво на детайли и 
размер на изображението (Фигура 7). 


Пирамидите позволяват да се степенуват процесите и по 
ефективен начин да се анализират различни нива на детайли с 
оптимална инвестиция на изчислителен ресурс. Паралелната 
визуализацията на серия мозаечни изображения, всяко с размер 
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ОТ НЯКОЛКО гигабайта, е значително улеснена, като се представят 
най-малките проекции от всяка пирамида. 


Цветови характеристики 
Пвят 


Цифровите > изображения могат да бъдат > черно-бели 
(монохромни, представящи обектите в нюанси на сивия цвят) 
или цветни. 


Цветът е вид възприятие, опосредствано от чувствителността на 
фоторецепторите в трихроматичната ни зрителна система за 
светлина с определени спектрални характеристики. Сами по себе 
си цветните цифрови изображения не съдържат спектрална 
информация. Цветът на екрана се възпроизвежда чрез разчитане 
на интензитетите на пикселите в отделните цветни канали 
спрямо правила, заложени в таблици за конвертиране на 
цветове (ооКир ТаМез, |ИТ). Те обозначават кое цветово 
представяне на кои комбинации от стойности на пикселите 
съответства. 


В структурата на цветните изображения, липсва конкретна 
спектрална информация. Стойностите на пикселите в цветните 
канали зависи от > чувствителноста на > сензорите > във 
фотоматрицата към > светлина в определени спектрални 
диапазони. По тази причина, добавянето на цвят към 
изображенията, следва да се възприема като интерпретация с 
известно ниво на субективизъм. При анализа на изображения е 
препоръчително да се запазят всички цифрови характеристики 
на изображението, и в същото време, отделни алгоритми да 
генерират цвят за целите на визуализацията. 
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Видове цветови модели 


Цветовите „ модели описват числовото > представяне и 
математическите взаимовръзки между цветовете?!. Разработени 
са множество цветни модели за различни нужди, но тук ще 
представим само част от тях, които имат отношения към темата 


на труда. 


Цветовите модели могат да бъдат адитивни или субтрактивни. 
При адитивните модели обикновено се добавя цветен 
интензитет към черен фон, като максимумът на всички 
интензитети е най-ярък и формира бял цвят. Най-популярният 
модел от този тип е КбВ. При субтрактивните модели 
обикновено се добавя оцветяване към бял фон, като колкото по- 
плътно е оцветяването, толкова по-тъмен е цветът. Оцветяването 
на всички канали отнема от интензитета на белия цвят и се 
доближава към черния цвят. При тези модели има значение 
отразената светлина и се взема предвид светлината на 
източника, както и абсорбцията на отразяващата повърхност. 
Най-популярният субтрактивен модел е СУМК (Суап - основно 
синьо, Магепа - пурпурно червен цвят, Уейом жълто, МасК - 
черно), който се прилага при принтиране. 


Ксв (Кеа, Сгееп, Вие). Това е най-популярният цветови модел за 
представяне на информация на екран. При него всеки цвят се 
възприема като производен на цветовете червено (К), синьо (В) 
и зелено (6). Тази комбинация съответства на анатомичните 
особености на човешкото око, в което са разположени три вида 
рецептори за цвят, т.нар. колбички в ретината, като всеки от 
трите вида реагира на светлина с дължина на вълната, 
характерна за горепосочените три цвята. Възможните 
комбинации в този цветен модел могат да бъдат представени 
като заемащи ограничено кубично пространство, като един от 
ъглите на куба представлява началната точка в трите измерения 
или черният цвят, съседните три ъгъла - максимумите съответно 


49 


начистите цветове червен, зелен и син, апротивоположният ръб, 
максимумът едновременно на трите цвята, или белият цвят??. 
Често цветовете биват кодирани чрез шестцифрен формат по 
шестнайсетичната система (от 0 до Е). Първите две цифри 
обозначават стойността на червения цвят, следващите две - на 
на зеления цвят и полседните две - на синия цвят, като преди 
шестте цифри се поставя символът „#“. Например, стойността 
#ЕЕО000 ще представя червен цвят, понеже стойността на 
първите две цифри е максимална (ЕЕ в шестандесетичната 
система се равнява на 255 в двоичната система), а за зелен и син 
цвят - нули93. 


Недостатък на визуалното представяне чрез КОВ модела е, че 
няма да бъде подходящ за далтонисти. За да се преодолее това, 
са разработени специфични цветни схеми (подбор на палитра от 
подходящи за определена цел цветове), наречени Со!огВгемиег”. 
Освен това чувствителността на човешкото око към синия цвят е 
по-слаба в сравнение с червения и зеления, затова не е удачно 
да се сравняват > интензитети/яркости като мярка за 
концентрации представени със син и червен или зелен цвят. При 
сравнение на интензитети трябва да се разчита на числовите 
стойности, а не на визуалните наблюдения за изобразените 
цветове. 


Н5В (Ние, 5батиганоп, Впе тез). Този модел позволява по- 
интуитивно описание на цветовете. При него всеки цветен нюанс 
се представя чрез компонентите цвят (Пие), наситеност/чистота 
на цвета (затигайоп) и яркост (БпеНпез5). Вместо като куб 
(подобно на КОВ модела), цветовете в този модел формират 
цилиндър, в който изборът на цвят (Н) от палитрата се определя 
от ъгъла (палитрата формира окръжност), чистотата на цвета (5) 
се определя от радиуса, или разстоянието от оста, а яркостта (В), 
от височината. Този модел разделя информацията за цвета от 
информацията за интензитета. Ако изображението бива 
преобразувано в  монохромно, то информацията > за 
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интензитетите в най-голяма степен ще се припокрива в 
информацията от канала за яркостта (В). В някои случаи, това е 
свързано с предимства по отношение на анализите на 
биоизображения. Директно могат да се сегментират обекти или 
само на базата на интензитета им, или само на базата на цвета, 
например оцветени с багрила клетки. Също така може да е 
възможно да се отстрани приноса на шума, ако има специфичен 
и различим цвят, без значение от вариабилния интензитет”. 


САВ (|иттапсе, А, В). Този модел представя цветовете по начин, 
който се доближава до възприятията на човешката зрителна 
система и не е дотолкова свързан с хардуерните особености на 
екрана, както КОВ модела. При този модел компонентите за 
представяне на нюанси от цветове също са три и могат да бъдат 
представени като сфера, изградена около три перпендикулярни 
оси, пресичащи се в центъра й. На едната ос е представен 
градиент от черен към бял цвят (иттапсе), другата ос представя 
градиент от зелен към червен цвят (а), на последната ос - от син 
към жълт (Б). Както и при Н5В модела, информацията за спектъра 
(цвета) е разделена от тази за интензитета, но тук не един, а два 
канала представляват спектралната информация, за разлика от 
Н5В, където тази цел изпълнява само “Н” каналът. Подобно на 
Н5В, разделянето на спектралната информация от интензитета 
има предимства по отношение на анализите на изображения. 
При някои специфични оцветявания (напр. Маззоп Тисйгогпе?6) 
представянето по този начин на цветното изображение може да 
позволи по-лесно отграничаване на съответните зони на интерес. 


Таблици за конвертиране на цветове (1 017) 


ГОТ представляват структури от данни, които свързват стойността 
на пиксел с конкретен цвят. 
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При монохромни изображения, състоящи се от само един 
канал, типичната |ОТ ще представлява градиент (като във Фигура 
бА.), указващ най-високата стойност да бъде представена като 
бяло, най-ниската (0), като черно, а пикселите по средата - като 
нюанси на сивото. Изборът на ПОТ ни дава голяма свобода по 
отношение на това как ще бъде визуализирано изображението 
на екрана или при печат. 


При обръщане (инвертиране) на ОТ, на екрана ще бъде показан 
своеобразен негатив на изображението. Без да се променя 
стойността на пиксела, най-високата стойност няма да бъде 
показана като бяла, а вече като черна, а най-ниската ще стане 
бяла. Това показва как при едно и също съдържание на 
изображението (без да бъдат променяни стойностите му), то 
може да бъде представяно на екрана по най-различен начин, 
според указаните в ОТ правила. Всъщност, няма ограничение в 
едно едноканално монохромно изображение да укажем на ОТ 
да представя само пикселите с определени интензитети, 
например между Ои 20, счервен или какъвто и да било друг цвят. 


Тогава изображението на екрана ще изглежда доста различно от 
това, погледнато през окуляра на микроскопа. 
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Фигура 8. Стандартна ОТ с градиент на сивото (А.) и “Спазвеу 
оп да”? 10Т (Б.), налична в 1таде/РШ. Едноканална 
микрография със слаб Лиогезсептеп сигнал (В и визуализация на 
същото изображение с помощта на “Сазвеу оп да” ОТ (Г.). 
Микрографията е заснета в ин витро лабораторията на 
Секция по Токсикология и представя модел на оксидативно 
увреждане на ендотелни клетки ЕА.Пу926, третирани с ОСЕН- 
ОА, флуоресциращ при наличие на вътреклетъчни реактивни 
форми на кислорода и азота. 


По подобен начин, |ОТ могат да се прилагат за открояване на 
трудно забележими с просто око особености (Фигура 8). 
Дефинициите за цветовете в стандартните |ОТ предполагат 
плавно нарастваща яркост на цвета с увеличаване на стойността 
в пиксела (Фигура 8 А.) иетрудно да кажем точно в каква степен 
се различават интензитетите на група сиво-оцветени обекти. За 
постигане на ясно визуално открояване на зоните, в които 
интензитетът търпи малки изменения, могат да се прилагат 
нестандартни ГОТ като “Сазреу оп дагк” ?”. 
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В други случаи, |ОТ могат да се прилагат с цел открояване на 
определени стойности, например максимума и минимума. По 
този начин, подчертавайки в различен цвят най-ярките и най- 
бледи пиксели, може да бъдат идентифицирани артефакти и 
свръхекспозиция в снимки, при които има трудно доловими 
разлики в интензитета. 


При КСВ изображения вместо един (както при монохромните), 
има три цветни канала, като обикновено ИТ за тях е съвкупност 
от три ГОТ, представящи отсенките на трите основни цвята. При 
смесването на тези три интензитета, биват генерирани всички 
познати цветове и комбинациите могат да бъдат изобразени 
като куб. Чрез промени в ЦТ за КаВ изображения могат да бъдат 
симулирани различни видове осветление. 


При композитни изображения също има повече от един канал. 
Такъв е случаят, когато снимаме поотделно флуоресценция на 
ядра, микротубули, актин и митохондрии. В тези случаи всеки 
слой носи информация за различна клетъчна структура. За 
прегледност, слоевете могат да бъдат комбинирани в едно 
многоцветно изображение, като за целта първо на всеки слой се 
прилага различна ЦОТ, за да е лесно визуалното им 
разграничаване и евентуално наблюденията на колокализация. 


Корекции в изображенията или само в начина на 
представяне 


При анализа на изображения трябва да се прави разлика между 
начина на представяне на данните и самите данни. Яркостта е 
мярка за визуалното представяне на средния интензитет на 
изображението, а контрастът е мярка за визуалната разлика в 
интензитетите между пикселите с най-ниски и най-високи 
интензитети. Подобно на ПОТ, промяна в яркостта и контраста 
променя начина на представяне на данните (кои стойности на 
пикселите как да бъдат представени на монитора), но не и 
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самите данни или стойността на всеки един пиксел. Това е 
залегнало като принцип и в | тпаге)/ЕШ. 


Въпреки това, има начин промените във визуализацията да 
бъдат нанесени в изображението за постоянно, при което 
необратимо ще се промени и информацията, намираща се в 
него. Препоръчително е подобни постоянни промени да се 
правят само върху копие на изображението, което ще бъде 
използвано за визуализация и презентиране, но не и за анализи 
на изображения. 


При сравнение на интензитети, яркостта и контраста оказват 
значително влияние върху възприятията ни. За да се избегне 
неправилно > тълкуване на серии от > експериментални 
изображения, промените в яркостта и контраста следва да бъдат 
идентични за всички > изображения и условията > за 
осъществяването им да бъдат ясно упоменати. Освен това, 
манипулациите в изолирани зони от изображението обикновено 
са неприемливи. 


Деконволюция на цветове 


В цветни изображения на ярко поле, като тези на хистологични 
срезове, при повечето протоколи за оцветяване резултатът 
съдържа няколко вида > цветово-маркирани компоненти. 
Разделянето им в отделни канали би могло да бъде от полза при 
интерпретацията на изображението или за някои последващи 
анализи като сегментация и колокализация?8. Ако различните 
цветове са чисти нюанси на червения, зеления и синия цвят и 
перфектно отговарят на КСВ каналите на изображението, 
разделянето би било тривиално. В реалната ситуация, цветовете, 
които трябва да разделим съдържат комбинации с различен 
принос едновременно на червения, зеления и синия цвят. Чрез 
деконволюция на цветовете или спектрална деконволюция, на 
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базата на примери с референтни цветове (вектори) могат да 
бъдат разграничени каналите за до три цвята”. 


Този подход е силно зависим от използваните вектори и от белия 
баланс. В случаи, когато камерата не е калибрирана по 
отношение на цветовете, алгоритъмът за деконволюция на цвят 
не дава добър резултат. Необходимо е да имаме неутрален (бял 
или сив) фон, което е индикация, че К, С и Вимат еднакъв принос. 
В противен случай, фонът видимо ще има цветен нюанси следва 
да се приложи операция на изваждане на стойността на фона с 
корекция за цвета. 


Резултатите са по-добри, когато определим векторите за 
деконволюция с нашите проби и апаратура за заснемане, 
понеже понякога експерименталните условия (вид тъкан, 
температура, време за инкубация) могат да доведат до разлики 
с дадените по подразбиране цветни вектори в наличните 
софтуерни продукти като |ларе)/ЕШ. Софтуерът ОиРа!!09 
предлага функции и допълнителни инструменти, подпомагащи 
идентифицирането на векторите за деконволюция. Директното 
приложение на резултата от деконволюцията за измерване на 
интензитет не е препоръчително, защото вариацията между 
условията за пробоподготовка и заснемане се отразява на 
възпроизводимостта и смисъла на получения резултат. 


Метаданни 


Цифровите изображения трябва да бъдат възприемани и 
третирани като контейнери на данни. Метаданните са данни за 
данните или нещо като етикет или досие. Те съдържат 
информация за вида изображение (брой пиксели, дълбочина, 
мащаб ига/пиксел), използваната апаратура и евентуално, 
условията на заснемане и др. Метаданните са ключови за 
правилното интерпретиране на изображенията и обикновено са 
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записани като компонент, съдържащ се в същия файл като 
изображението!"!. 


Файлови формати 


Файлът, съхраняващ битовете, изграждащи всеки пиксел от 
изображението обикновено има и заглавна част (Пеадег 
елемент), която указва какви са структурата и характеристиките 
му и как да бъдат правилно разчетени въпросните битове. В тази 
част на файла се съдържат и метаданните. Различните файлови 
формати се различават по отношение на възможностите им по 
отношение на постижимата резолюция, дълбочина, вид цветова 
информация, възможност за прилагане на компресия и 
съхранение на метаданни. Неправилният избор на файлов 
формат гарантира загубата на един или друг вид информация. По 
тази причина оригиналните изображения се съхраняват в 
непроменен вид, докато анализите се осъществяват върху техни 
копия. 


При които се губи информация 


)РЕВ е файл, позволяващ добра компресия (до около 100- 
кратно), който съхранява визуално-възприеманите елементи, но 
пък при всяко записване се преобразуват стойностите на 
отделните пиксели и така се губи информация. Поддържа 8 или 
12 бита дълбочина и КСВ, но не и алфа канал. Този формат е 
подходящ само за презентиране, но не и за анализ на 
изображения. 


)РЕВ2000 е формат, разработен от същата група като |РЕОС, но 
значително се различава. Алгоритмите за компресия са 
различни, при което се постига още по-добра компресия, като 
има възможност да бъде загубена или съхранена информацията 
в пикселите. Този файлов формат, според начина на употреба 
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може да бъде използван и без да се губи информация при 
компресия. Позволява по-голяма дълбочина и добавяне на 
различни данни, включително за очертания на региони на 
интерес (КО!), но обработката му е бавна и в крайна сметка е 
непопулярен. 


При които не се губи информация 


ПЕЕ обикновено не включва компресия, но дава възможност за 
съхранение на 8, 16 и 32 битова информация до 5 измерения. 
Заема сравнително голямо място в паметта, но пък липсата на 
компресия означава, че ще бъде прочитан бързо, тъй като няма 
да е необходимо да се декомпресира и реконструира. Съдържа 
метаданни, но е възможно, ако се трансформира от софтуер, 
който не е за анализ на експериментални изображения, те да 
бъдат преформатирани. 


ОМЕ-ТЕЕ е специално пригоден за анализ на микрографии и 
успешно разрешава проблема с възможното преформатиране на 
метаданните в ТЕ, но е > съвместим предимно > със 
специализиран софтуер. 


ВМР позволява малка компресия без загуба на информация, но 
размерът на файловете е голям. 


РМО позволява добра компресия без загуба на информация, но 
поддържа само 8 бита дълбочина и поради необходимостта от 
декомпресия, ще е по-бавен за разчитане. 


НОЕБ5Б е формат, специализиран в съхранението на многомерни 
изображения за научни цели. Недостатък е, че може да бъде 
отворен предимно със специализиран софтуер. 


)РЕВ2000 позволява както компресия със загуба на информация, 
така и без. 
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Специални формати 


Едно от предимствата на |пларе) е, че съществуват пакети, които 
позволяват да се отварят повечето видове > формати 
изображения, включително такива, разработени за работа със 
специфични търговски платформи. Такава е инициативата В!0- 
Еогтла?5, която поддържа инструмент, съвместим с |таре)/ЕШ, 
ОиРа! и други софтуерни колекции, за които ще стане въпрос 
по-късно. Той позволява да бъдат разпознати, разчетени и 
конвертирани над 150 формата за съхранение и обработка на 
цифрови изображения!1-102. 


Размери на файловете и изчислителна мощ 


При възможностите за автоматично заснемане на голям брой 
снимки с висока резолюция, в рамките на само един 
експеримент могат да бъдат генерирани огромни по обем данни. 
Това добавя допълнително ниво на комплексност по отношение 
на хардуерния ресурс и времето, свързано с тяхното записване, 
съхранение и обработване. Това трябва да бъде взето предвид 
още при планирането на дизайна на експеримента. Нужно е да 
се намери баланс между вида, количеството и качеството на 
информацията, която планираме да получим чрез заснетите 
изображения и наличния хардуерен и времеви ресурс. Освен 
това, за тежки операции може да се обследва дали прилагането 
на паралелни изчисления с помощта на СРИ няма значително да 
ускори процеса!93. 


Ако се интересуваме само от скоростта на промяна в броя на 
клетките, достатъчно е да заснемем ядрата с ниска разделителна 
способност за няколко времеви интервала, но ако научният 
въпрос е свързан с отчитане на мутации в ядрата, то ще е 
необходимо да се генерират изображения с по-висока 
разделителна способност, като вероятно няма да загубим важна 
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информация, ако увеличим времевия интервал и по този начин 
намалим броя снимки. 


Изборът на разделителна способност ще зависи основно от 
размерите на структурите, които трябва да наблюдаваме за да 
отговорим на научния си въпрос, а интервалите на заснемане - 
от скоростта на биологичните процеси, които ни интересуват. 
Начин за намаляване на размера на изображенията е чрез 
процеса на обединяване на пиксели (Бипте) на детектора на 
камерата при заснемане, при който броя пиксели се намалява с 
определен фактор. Най-често площ от детектора, отговаряща за 
четири пиксела се обединяват и функционират като един, 
събирайки повече фотони, при което и шумът намалява. 


Други особености, свързани със скоростта на заснемане, като 
експозицията, са определящи за съотношението сигнал към шум. 
Може да се наложи компромис с качеството за сметка на по- 
голям брой заснети изображения за единица време. 


Друг важен фактор е стресът, който се причинява на 
експерименталната система при заснемане. Например, при 
получаването на флуоресцентни изображения може да се 
увредят клетките, което да доведе до изменения в 
експерименталната система и невъзможност да бъде получен 
адекватен резултат!94. 


Видове операции, прилагани при анализа на 
изображения 


За да бъде осъществен успешен анализ на изображения трябва 
да бъдат съобразени процесите от генерирането на подходящи 
изображения, предварителната им обработка (ргергосеззтр), 
същинския анализ, извличането на информация в подходящ 
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формат, интерпретацията на получената информация и 
формулирането на изводи за релевантните характеристики на 
обектите в изображението. В този раздел са разгледани 
алгоритми, имащи отношение към предварителната обработка и 
същинските анализи. 


Точкови операции 


Точковите операции представляват прости > аритметични 
изчисления, които се прилагат върху стойностите на всеки един 
пиксел в изображението без заобикалящите го пиксели да 
оказват влияние. Целта на точковите операции е да се получат 
производни изображения с подобрени визуални характеристики 
(яркост, контраст, лесно забележими обекти със сходни 
интензитети) или да бъдат откроени малки разлики в 
стойностите на пикселите в подобни изображения. Аргументи 
(входящи стойности, необходими за изчислението) на точковите 
операции могат да бъдат единично изображение, единично 
изображение и константа, две изображения с еднакви размери 
или отделни канали в многомерно изображение. В резултат, 
стойността на пикселите се променя в следствие на операции 
като събиране, изваждане, умножение, деление, коренуване, 
логаритмуване и др. Предимство на точковите операции е, че ако 
са ясно описани, можем да приложим противоположната 
операция (като изваждане при предходно събиране) и да 
възстановим началните стойности. Ако обаче резултатът бива 
запазен в 8-битово, а не в 32-битово изображение, при 
получаване на резултат, по-висок от максималната стойност (255 
при 8-бита), той ще бъде закръглен до съответната максимална 
стойност и първоначалната информация в него необратимо ще 
се изгуби (изрязване, сПрртд). Приложението на точкови 
операции е допустимо за научни цели, стига това да е достатъчно 
добре аргументирано и стъпките да са ясно описани. 
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Върху всички пиксели на едно изображение 


Когато точковите математически операции засягат всички 
пиксели в изображението, те се наричат глобални. В повечето 
случаи, тези операции са удобно средство за целите на 
визуализацията. „Въпреки това, ако е възможно, е 
препоръчително вместо тях да се прилагат ПОТ, защото не 
променят подлежащите > стойности на > пикселите. „Друга 
алтернатива е точковите операции да се извършват върху копия 
на изображението, предназначени само за визуализация. 


Нормализация на серии от изображения 


Прилага се за целите на визуализацията, за да бъде уеднаквена 
яркостта в поредица от изображения, в които тя силно варира 
поради нестабилен светлинен източник. Това е адекватен 
подход, когато ни интересуват само очертанията и броят на 
обектите, но не и интензитетите им. Яркостта измежду всички 
изображения може да бъде уеднаквена (нормализирана) според 
желана средна стойност по следната формула: 
1-Гит 


ЦеА - х Ннова 


Гах-ут 


където / е интензитетът на конкретния пиксел, /пах И тт са НАЙ- 
ниската и най-високата стойност, отчетени измежду пиксели в 
същото изображение, иьова е ЖЕЛаната нова средна стойност, 
която искаме да зададем за всички изображения и |ов е 
резултатът, или новата стойност на конкретния пиксел. 


Свиване на интензитета 


Човешкото око възприема информацията в контекст и в някои 
ситуации, трудно може да разграничи нюансите. „При 
изображения с голяма дълбочина и динамичен обхват, е трудно 
едновременно да се възприемат бледи пиксели в контекста на 
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много ярки такива. За да направим подобно изображение 
визуално по-възприемчиво, може да приложим нелинейна 
операция като логаритмуваме или коренуваме всички пиксели. 
Така, ще намалее приносът на най-ярките пиксели и ще се 
увеличи относителният принос на най-бледите, което ще ги 
направи по-забележими. Тази оптимизация на визуалното 
представяне би могла да се осъществи чрез ОТ с логаритмувани 
или коренувани стойности, но при повечето налични софтуерни 
колекции това не е достатъчно бързо, лесно и удобно. 


Между две изображения 


При този вид точкови операции, стойностите на отделните 
пиксели от едното изображение се прилагат към стойностите на 
пикселите със същите координати в другото. Този вид операции 
имат по-голямо значение за анализа на изображения и се 
използват много по-често от точковите операции с едно 
изображение. Те са важна част от предварителната обработка на 
изображенията, понеже позволяват да ги приведем във вид, 
подходящ за последващи анализи, и след това да приложим 
резултата от въпросните анализи върху началното изображение. 


Откриване на разлики между две изображения 


Две копия на изображение може визуално да изглеждат 
еднакви, но едното от тях да е било преобразувано, например, 
чрез компресия. За да идентифицираме промените, можем да 
извадим едното изображение от другото или да намерим 
частното им. Резултатът ще покаже нагледно кои части на 
изображението са най-променени вследствие на 
трансформацията. По същия начин може да се определи и 
зависимостта между два различни канала на едно изображение 
и разликите да бъдат ясно откроени с подходяща ШУТ. 


63 


Корекция на неравен фон (погта!/5ед Ла!-Ле!й) 


При светлинна микроскопия на ярко поле може да се 
наблюдават постоянни неравности в осветеността на различни 
региони от >“ изобаженията, "които “систематично “| се 
възпроизвеждат като неравномерен фон в снимките. В този 
случай, могат да бъдат правени по две снимки - на слайда без и 
с обект на заснемане и след това, частното на двете изображения 
ще даде като резултат изображение с хомогенен, равен фон. Ако 
неравността се дължи на постоянните характеристики на 
апаратурата, чрез осредняване на множество изображения, 
може да се създаде калибрационно изображение, което 
пресъздава неравния фон и може да бъде прилагано за 
нормализирането му!. Чрез този подход, ако например, в 
центъра си снимката е по-силно осветена, може да се направи 
така, че осветеността по краищата да е същата. Ако резолюцията 
в краищата също е влошена обаче тя няма да се повлияе. При 
голяма вариация между яркостта на центъра и краищата, може 
оптималното решение да бъде да се изрежат краищата от 
снимките (сгор) преди да се извършват други анализи с тях. 


Операции между слоеве в многомерни изображения (пачки) 


Може едно изображение да бъде приложено с определена 
формула/операция на всички канали или пък върху всеки п-ти 
канал на едно изображение да бъде приложена операция с 
всеки т-ти канал на друго многоканално изображение, но при 
условие, че броят изображения и размерите им в двете серии, пт 
ип, са с еднакъв брой. 


Прилагане на маски 


Маските “представляват бинарни > изображения, “| които 
обикновено са резултат от сегментация на оригиналното 
изображение. Процесът на сегментация е разяснен по-долу в 
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труда. При този тип изображения зоните на интерес, заемани от 
определен вид обекти, обикновено са представени като бели 
силуети на черен фон!06. След като умножим изображенията на 
маската и оригиналното изображение, пикселите, 
принадлежащи на обекта, биват умножени по едно и остават 
непроменени, докато фонът се умножава по нула и се заменя с 
хомогенен черен цвят. Това позволява, последващите анализи 
да бъдат фокусирани изцяло върху обектите от интерес, като се 
има предвид фракцията от изображението, заемана от площта 
им. 


Пространствени филтри 


При всички изображения има източници на изкривяване и шум, 
които не позволяват директно да бъде извлечена значимата 
информация. Точковите операции не са достатъчно гъвкави, за 
да се справят с този проблем, защото разглеждат пикселите само 
като отделни единици, а не в контекста на обкръжението им. 


В този случай е по-подходящо приложението на пространствени 
филтри. Целта на приложението на филтри е да се увеличи 
визуалното въздействие на елементите, които ни интересуват и 
едновременно с това, да се намали въздействието на 
елементите, които не ни интересуват. Действието на филтрите се 
определя от вида и размерите на ядрата им (наричани и маска 
на филтъра), които сами по себе си представляват числови 
матрици, изградени от стойности - филтърни коефициенти. 
Ядрата обикновено са квадратни с нечетен брой редове и колони 
(при четен брой, резултатът се измества леко, понеже има 
повече от една централна стойност). Ядрото се налага 
последователно върху всяка възможна зона на изображението и 
се осъществяват математически операции, включващи не само 
пиксела, който бива преизчисляван, но и обкръжаващите го 
пиксели, „покрити“ от ядрото (Фигура 9). Изчисленията се 
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осъществяват спрямо определени правила и според вида 
правило, филтрите биват две големи групи, линейни и 
нелинейни. 


Тъй като за приложението на филтрите е необходимо 
изчисление не само на базата на стойността на централния 
пиксел, но и на заобикалящите стойности, няма как да бъде 
приложено еднакво правило за пикселите по периферията, 


Фигура 9. Приложение на пространствени филтри. Ядро на 
филтъра в син цвят (А.), оригинално изображение в зелен цвят 
(Б.) и получено след приложение на филтъра изображение (В.) 
Стойностите, получени вследствие на операциите с филтъра 
са отбелязани със светло виолетов цвят, като последната 
изчислена стойност при придвижването на филтъра е в 
пиксела, обозначен с тъмно виолетово. Адаптирано по Созе 
(2012). 


понеже те не са оградени от всички страни с други пиксели, върху 
които да се разположи ядрото на филтъра. За да не се промени 
размерът на полученото след филтриране изображение, 
периферните пиксели могат да бъдат оставени непроменени, да 
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бъдат заменени с черен цвят (0), да бъдат запълнени със 
стойностите на най-близките резултатни пиксели или да бъдат 
приложени други подходи. 


За решението на проблемите с шума, можем да приложим 
линейни филтри, които осъществяват т.нар. конволюция или 
преплитане и размиване на внезапните флуктуации. Може да се 
направи паралел между ядрото на някои линейни филтри и 
функциите за разсейване на точка при оптични системи, понеже 
и двете определят по какъв начин ще бъдат разширени и 
размити очертанията на обектите в изображението. 


Чрез филтри са възможни и други мощни трансформации, 
непостижими чрез точкови операции, като ограничаване или 
елиминиране на шум, артефакти, елиминиране на фон и 
открояване на елементи на обекта от интерес. Може да бъде 
променена и остротата на детайлите в изображението в посока 
открояване на определени детайли, или обратно. Освен в 
измеренията х и у, филтрите могат да действат и върху 
комбинации от пиксели, включващи срезове, съответстващи на 
измеренията 2 (пространство) и! (време). Големината на ядрото 
и стойностите на филтърните коефициенти определят вида на 
филтъра и резултата. 


Въпреки > предимствата си пред > точковите >“ операции, 
приложението на филтри обикновено е необратимо, защото не 
води до хомогенна промяна във всеки един пиксел. Все пак, 
когато е необходимо да бъдат променени стойностите на всички 
пиксели без оглед на взаимното им разположение, се прилагат 
бързите и обратими точкови операции. Приложението на филтри 
трябва коректно да бъде описано в при приложението им в 
научни публикации:8. По-долу са представени някои от най- 
често използваните филтри: 


67 


Линейни филтри 


При > линейните филтри, ядрото осъществява > линейна 
комбинация между подлежащите пиксели. Първо, всеки 
елемент на матрицата се умножава с подлежащия пиксел, след 
това получените стойности се сумират, и накрая резултатът може 
да бъде нормализиран, обикновено като се раздели на броя на 
елементите на > ядрото. В  резултатното, „филтрирано 
изображение, получената стойност заема координатите на 
пиксела в първоначалото изображение, върху който е 
разположен центърът на ядрото. След това, матрицата се 
измества със стъпка един пиксел, докато не се генерира 
филтрирано > изображение със същите размери като 
първоначалното. Начинът на функциониране на линейните 
филтри е достъпно представен като онлайн видеоилюстрация от 
Рете ВапКНеад!:. 


Филтър за среден интензитет 


Това е най-простият линеен филтър за конволюция. Ядрото му 
представлява матрица, в която всички коефициенти имат 
стойност 1 (Фигура 10). В резултат изображението придобива 
замъглен вид. С увеличаване на размерите на ядрото, 
замъгляването става по-изразено. Недостатък на този филтър е, 
че контурите на обекти, по-малки от размера на матрицата, се 
размиват значително. 


Фигура 10: Ядро на филтър за среден 


вен 
вен 
вен 


интензитет 
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Гаусов филтър 


При този вид филтър централният пиксел на ядрото има висока 
стойност (Фигура 11) и води до по-изразена конволюция или 
размиване в сравнение с филтъра за среден интензитет. 


Фигура 11: Ядро на Гаусов филтър 


мое 
в ън 
мо ъ 


Филтър за откриване на очертания (едде паег) 


Те са несиметрични и включват и отрицателни стойности, като 
действието им ще бъде най-изразено в определена посока. 
Начинът на функциониране на този вид филтри зависи от това 
дали оста им на симетрия е хоризонтална или вертикална и къде 
спрямо тази ос са разположени положителните и отрицателни 
стойности. Там, където се срещат зони с нисък и висок 
интензитет, този филтър ще води до стойности с високи 
интензитети, които се открояват. 


1 2 1 -101 
0 0 0 или-2 0 2 Фигура 12: Ядра на 
-1 -2 -1 -101 


филтри за откриване на очертания 


Комбинирането на Гаусов филтър и филтър за очертания е 
успешна стратегия за откриване на очертанията на обекти в 
изображенията. 


Филтър за изостряне (зпагреп) 


Освен за конволюция или размиване, филтрите могат да дадат 
резултат с видимо противоположни ефекти или изостряне на 
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разликите в интензитета в определени зони на изображението. 
Точно такава е функцията на филтъра за изостряне. При него 
централната стойност е много изразена, а периферните 
елементи са с отрицателни стойности 


-1 -1 -1 
-1 9 -1 Фигура 13: Ядро на филтър за изостряне 
-1 -1 -1 


Нелинейни филтри 


При нелинейните филтри, се прилагат нелинейни операции 
върху стойностите на централния пиксел и обкръжението му, за 
да се достигне до съответния резултат за всяка позиция на 
филтрирания образ. Морфологическите оператори също са 
подклас на нелинейните филтри. 


Медианен филтър 


Той е най-често прилаганият нелинеен филтър. В сравнение с 
Гаусовия или филтъра за среден интензитет, медианният в по- 
малка степен размива очертанията на обекта, дори с 
увеличаване на диаметъра, но пък все така ефективно се справя 
с шума. 


Филтри за минимум и максимум 


При тъмен фон, филтърът за минимум позволява да се акцентира 
върху фона, а ако диаметърът на ядрото е по-голям от даден 
светъл обект, резултатът ще бъде със стойността на фона и 
очертанията на обекта ще бъдат видимо изтънени и избледнели. 
При светъл фон, ще е обратното, ще бъдат подчертавани тъмните 
елементи. Същото е валидно за филтъра за максимум, само че в 
обратна > посока. Тези филтри имат отношение към 
морфологическите операции. 
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Сложни нелинейни филтри 


При други видове филтри като Киууайага!?? и анизотропния му 


вариант! 0111, стойностите следва да бъдат параметризирани 
спрямо характеристиките на изображението и желания резултат. 
Кимайага съхранява очертанията и едновременно с това 
елиминира шума, докато анизотропният му вариант позволява 
формирането на стилизирани абстракции на изображението. 


Фурие (Еоипег) преобразуване 


При наличие в изображенията на различни повтарящи се 
мотиви, подчиняващи се на очевидна или не симетрия, чрез 
употребата на мощни инструменти, мотивите могат да бъдат 
математически описани по възпроизводим начин. Чрез Фурие 
преобразуване, цифровите изображения могат да бъдат 
преобразувани под формата на поредица от синусови вълни с 
определена честота (разстояние между пиковете) и амплитуда. 
Някои от най-често използваните технологии в ежедневието ни 
нямаше да бъдат приложими на практика без помощта на 
подобни трансформации. Информация със сравнително сложна 
форма като тази, формираща цифрови изображения и 
звукозаписи може да бъде представена като комбинации от 
множество синусови вълни с различни честоти и амплитуди, при 
което процесът е обратим и първоначалното 
изображение/звукозапис може да се възстанови. Когато е 
преобразувано във Фурие пространството, изображението се 
представя чрез променливите амплитуда и честота и има 
формата на фигура със строга радиална симетрия, изградена от 
точки с различен интензитет, групирани около централен бял 
пиксел. Всяка точка има близначна точка, точно противоположно 
на централния, бял пиксел. Точките, близо до пиксела, 
представят компоненти на изображението с малка честота и 
проявяващи се на относително отдалечени пиксели, например 
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плавна промяна в осветеността на фона. Най-отдалечените от 
центъра точки пък, обратно - описват компонентите в 
изображението с голяма честота, например малки детайли и 
шум. Ако прокараме линия между две точки във Фурие- 
преобразуваното изображение, описващи определен мотив на 
нормално-представеното изображение (например артефакт от 
наклонени надясно ивици), то във Фурие пространството, 
линията между двете водещи точки (групи от точки), описващи 
същия мотив, ще бъде ориентирана перпендикулярно (90”) на 
линиите в нормалното изображение, т.е. ще бъде с ляв наклон. 
Подобни мотиви, повтарящи се системно в цялото изображение 
могат да бъдат изолирани във > Фурие-преобразуваното 
изображение, след което да бъдат използвани върху други 
изображения като филтър за премахване на подобни дифузно- 
проявени “артефакти, | покриващи “големи части “от 
изображението. Важно е да се отбележи, че > Фурие 
преобразуваното изображение може да се обработва чрез 
селектиране на пикселите с определени  интензитети 
(отграничаване) или пък според радиалната им отдалеченост от 
централния пиксел, след което изображението да се 
преобразува обратно в нормалната си, визуално разбираема, 
интерпретация. По този начин може да се ориентираме 
приблизително "кои зони от  Фурие-преобразуваното 
изображение на кои мотиви в изображението съответстват. 


Фурие филтри 


Получените по този начин Фурие-преобразувани филтри, 
представят мотиви на изображението, върху които можем да 
акцентираме или да ги премахнем. Чрез субтракция (изваждане) 
във Фурие пространството и последваща обратно Фурие 
преобразуване до стандартно изображение, може да получим 
изображение, лишено от определени системни артефакти. 
филтрите могат да “представляват зони от  Фурие- 
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преобразуваното изображение, избрани спрямо отдалечеността 
от центъра. Такива са Гоиразз филтърът, при който избираме 
само точките, намиращи се в определен периметър от центъра 
(обикновено за мотиви с малка честота и дифузно проявление) и 
В разз филтърът, при който, обратно, се избират само точки от 
периферията, извън очертанията на сфера с определена 
отдалеченост от филтъра (за мотиви с по-голяма честота и 
проявление, забележимо при близко-разположени пиксели). 
Т.нар. Бапдразз филтър комбинира /оуурраз5 и Майразз филтрите 
и във Фурие пространството наподобява пояс от стойности, които 
искаме да бъдат оставени в изображението. Чрез него могат да 
се изолират мотиви с мащаби в определени от нас рамки (горна 
и долна граница на размерите). Когато в микроскопските 
изображения се наблюдават дълги ивици с различно осветяване, 
те могат да бъдат успешно идентифицирани във Фурие 
пространството и елиминирани. Друг случай, когато Фурие 
филтрирането е полезно, е когато имаме по-изразено осветяване 
на изображението в центъра, в сравнение с краищата. 


Сегментация 


Една от най-трудните задачи при анализа на изображения е 
идентифицирането на обекти и класифицирането им. Типичната 
задача пред сегментацията е да бъдат различени обекти от фон. 
До този момент, човешката зрителна система е еталон в това 
отношение, тъй като е перфектно адаптирана да анализира 
обекти в контекста на заобикалящата ги среда. Въпреки това, 
определени мотиви се забелязват трудно от човешкото око. 
Приложението на комплексни алгоритми за сегментация на 
изображения в някои случаи и при определени условия, могат 
по-бързо от експерт да разграничат някои видове туморни от 
здрави клетки в хистологичен срез. 
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Основна задача пред сегментацията е да определи кои пиксели 
от изображението принадлежат към определен клас обекти. 
Това се осъществява за всеки пиксел от подаденото 
изображение, при което резултатът е категоризирането му в 
един от няколко интересуващи ни или открояващи се класа. С 
други думи, от изображение с определена дълбочина и 
дискретни стойности за интензитет/цветни канали, ще получим 
изображение, в което пикселите могат да заемат само няколко 
стойности (колкото е броят на интересуващите ни класове от 
снимката). Така полученото, обработено изображение най-често 
е бинарно (с два класа), защото към всеки пиксел се прилага 
определено условие, характерно за интересуващия ни клас, като 
резултатът може само да е 1 - да (пикселът отговаря на 
условието) или 0 - не (пикселът не отговаря на условието). Така 
полученото бинарно изображение се нарича „маска“ и може да 
бъде записано в различни формати. В |тларе) бинарните 
изображения се представят като 8-битови (256 стойности), в 
които обаче пикселите не заемат други стойности, освен най- 
ниската - 0 (не, черен цвят) или най-високата - 255 (да, бял цвят). 
При наличие на повече от два класа, някои от пикселите ще 
заемат трета стойност, която ще е еднаква за целия клас и ще е 
различна от О и 255. Знаейки стойността, която пикселите от 
всеки клас заемат, лесно ще може да ги изолираме с проста 
операция като отграничаване. 


Пел на сегментацията на пиксели 


Получените бинарни изображения позволяват върху тях да се 
приложат допълнителни операции за идентифицирането на 
контурите, групиращи пикселите в отделни обекти, на които 
обикновено се дават индекси и подлежат на допълнителни 
операции като преброяване и охарактеризиране. 
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Техники за сегментация на пиксели 


Разработени са множество техники за сегментация на пиксели, 
вариращи от най-базовите методи като отграничаване на 
пиксели в рамките на определени гранични стойности до сложни 
методи като машинно обучение. Тук е обърнато внимание само 
на най-често прилаганите методи. 


Отграничаване (“гезпо/ата) 


При този клас методи решението дали определен пиксел спада 
или не към даден клас се взема единствено въз ооснова на това 
какъв е интензитета му на > базата на > определени 
минимални/ максимални граници. Така, пикселът ще заеме 
стойност 1 и ще бъде класифициран като сигнал, ако стойността, 
която заема попада в зададените граници, а в останалите случаи 
стойността му ще е О и ще бъде класифициран като фон. 
Обикновено тези методи се прилагат върху монохромни 
изображения и са прости и бързи. 


Тези методи имат много ограничения. Дори при заснемането на 
един и същ обект с една и съща камера, при еднакви условия, ще 
се наблюдават разлики в минималната, максималната стойност 
и модата. Това може да се дължи на редица променливи, които 
може да не са под наш контрол, като например нестабилното 
осветление от лампата. Ако приложим едни и същи гранични 
стойности на серия изображения, представящи един и същ 
обект, заснето повторно няколко пъти, то > поради 
горепосочените вариации, всеки път получената маска ще бъде 
различна. Важно при извършването на анализ на изображения е 
да се прилагат еднакви условия при всички изображения и да се 
елиминира субективният елемент. 


Задаването на границите може да бъде както емпирично от 
оператор (проба-грешка), така и автоматизирано, след анализ на 


75 


формата и границите на хистограмата, която се справя с 
елемента на субективност, но само донякъде. Автоматизираното 
задаване на граници може да бъде осъществено чрез редица 
математически методи, като изборът на един пред друг, също е 
емпирично. Предимството на автоматичното задаване на 
граници е, че при сравняване на повече изображения, в известен 
смисъл то ще компенсира някои разлики в 
експозицията/осветяването. Въпреки това, дори и в рамките на 
едно изображение обикновено има артефакти, неравномерно 
осветяване и шум, които ще затруднят поставянето на граници, 
които да са правилни за пикселите във всяка една област от 
изображението. Опит за коригиране на подобно неравномерно 
осветяване е разделянето на изображението на по-малки 
изображения и прилагането на локално отграничаване (аито 
Госа 1гезйо!а). Някои от тези методи ще подчертават прекомерно 
пиксели с ниски стойности, други - пиксели с високи стойности, 
а останалите - междинни стойности. Въпреки това, при всички 
методи на отграничаване, няма как да се избегне добавянето на 
шума към маската, ако стойностите на пикселите, дължащи се на 
шум са над минималната граница. Това е постижимо само чрез 
комбинирането на отграничаването с преди това приложени 
филтри за конволюция. 


Друг недостатък на тези методи е, че при прекалено голямо или 
малко експониране (избелване или твърде слабо-осветяване) на 
изображението, част от хистограмата ще бъде отрязана и няма 
да може да бъде адекватно анализирана, при което резултатът 
от автоматизираните методи ще бъде изкривен. Друг проблем 
пред автоматичното отграничаване е, че при изображения с 
хистограми с различна форма, например при ин витро 20 
снимки с различна конфлуентност, отново алгоритъмът ще 
доведе до изкривяване и несъпоставимост на маските за 
сравнение. Основният критерий при избора на метод е той да 
дава възможно най-възпроизводим видим резултат върху 
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съвкупността от всички снимки, които ще бъдат анализирани и 
сравнявани. 


Клъстеризация 


При методите за клъстеризация, пикселите се групират спрямо 
подобията и разликите помежду им по отношение на всички 
променливи, които ги описват. Клъстеризацията е частен случай 
на ненадзиравано (ипзирегмвед) машинно обучение. Широко 
приложение в анализа на изображения намира клъстеризацията 
по метода на К-средните величини. При нея е необходимо 
предварително да знаем в колко класа трябва да бъдат 
разпределени пикселите в изображението. Т.е. в едно 
изображение може да присъстват всички класове, а ако в друго 
липсва патология, броят класове да е по-малък. При този метод, 
броят клъстери, който сме задали (показателя К) първоначално 
се формират като предварителни клъстери около случайно 
разположени центроиди. След това, се изчисляват нови 
центроиди на базата на тези първоначални клъстери. Поетапно, 
циклично на базата на междинните центроиди, всеки пиксел се 
преразпределя към най-близки от > съществуващите К 
центроида. Тази циклична операция продължава, докато не се 
достигне до определен критерий, указващ че клъстеризацията е 
приключила. “(За “разлика от “отграничаването, | при 
клъстеризацията по метода на К-средните величини могат да се 
използват и КСВ изображения и да се категоризират повече от 
два > класа. „Въпреки това, случайното задаване > на 
първоначалните центроиди може да деформира резултата. 
Прилагат се и други методи за клъстеризация като очакване - 
максимизация. 


Метод на нарастващите региони 


Този метод изисква първоначално задаване на ядра, от които да 
стартира. Алгоритъмът анализира подобието между съседните 
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пиксели. Ако те са достатъчно подобни на растящия регион на 
ядрото, той ще продължи да се разширява. В противен случай, 
регионът спира да нараства. Когато определен критерий 
(конвергентност) е изпълнен или всички пиксели са били 
анализирани, се получава резултатната маска. Обикновено този 
алгоритъм в началото се движи бързо, но постепенно растежът 
на регионите утежнява изчисленията и отнема повече време до 
достигане до резултат. Основни недостатъци на този метод са 
бавната скорост и необходимостта да се зададат първоначални 


ядра. 
Дълбоко обучение 


Към момента дълбокото обучение е най-успешният съществуващ 
метод за сегментация на сложни изображения 12. Принципът му 
е представен по-подробно в следващата глава. „При 
надзираваното 9" (зирег/зедй) | обучени е “необходимо 
предварително да се зададат примери, чрез обозначаване на 
зони, отговарящи на определен клас, след което алгоритъмът се 
обучава да класифицира изображенията. На практика, с 
увеличаването на броя анотации, алгоритъма се забавя. 
Повечето големи софтуерни колекции позволяват приложение 
на дълбоко обучение. Резултатите от тези алгоритми могат да се 
представят като сегментирани бинарни маски. Веднъж обучен, 
класификаторът може да бъде приложен върху голям брой 
непознати изображения, но ако те са заснети при условия, 
твърде различни от тези на снимките, на базата на които е обучен 
класификатора, може резултатът да бъде незадоволителен. 
Слабост на този метод е, че резултатът е силно зависим от 
качеството на анотация при обучението на класификатора. 


Морфологически операции 


След като сме се справили със задачата да разграничим обектите 
на интерес от фона, е необходимо да приложим върху тях 
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допълнителни операции, за да съответстват на структурите, за 
които искаме да извлечем информация. Морфологически 
операции, които, както подсказва името, са свързани с 
трансформации във формата, размерите и контурите на 
получените групи от сегментирани пиксели и могат да доведат 
до междинни резултати като очертания на обектите, сливане или 
разграничаване на очертанията на близки обекти, откриване на 
гранични структури и създаване на нови подобекти. Желаният 
краен резултат от морфологическите операции често е 
получаване на точни очертания за всеки интересуващ ни обект в 
изображението. Обикновено морфологическите операции се 
прилагат върху бинарни изображения (маска, резултат от 
сегментация на оригиналното изображение), като резултатът от 
тях също е бинарно изображение. Морфологическите оператори 
са подклас на нелинейните филтри и резултатът отново зависи от 
размера и формата на филтърното ядро. 


Прости морфологически оператори 


Дилатация (аПа:е еп) 


При тази операция, маските на обектите в сегментираното, 
бинарно изображение се уголемяват. Ядрото на този филтър 
функционира на базата на следното правило: ако централният 
пиксел е различен от 0, тогава всички пиксели, обхванати от 
ядрото, ще приемат стойност 1. Ако централният пиксел е 0, то 
не настъпва промяна в околните. Пикселите, които вече са били 
анализирани от периферията на филтъра и стойността им е била 
оставена непроменена на 0, също биват променени на 1, тъй като 
отново попадат в периферията на филтъра, но този път в 
контекста на централна единица. По този начин, около групата 
пиксели със стойност 1, се добавят в съседство един или повече 
редове (според размерите на ядрото) пиксели също със стойност 
1. Така, контурите се разширяват. Проста вариация на този 
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филтър е с квадратно ядро, състоящо се само от единици и със 
страна 3 пиксела. Въпреки това, има и по-сложни филтри, 
изградени от Ои 1 с различна симетрия. Общото между тях е, че 
ако централният пиксел има стойност нула, подлежащите околни 
пиксели не се променят, а се променят само ако централният 
пиксел съдържа 1. 


Ерозия (егоде) 


Принципът на този филтър е противоположен на филтъра за 
дилатация, макар че операциите на се съвсем обратими. При 
него размерите на обектите намаляват, т.е. те се свиват. Ако 
всички пиксели съвпадат с ядрото, не се прилага промяна. В 
противен случай, централният пиксел се променя на 0. 
Приложението първо на единия от двата филтъра (егойе или 
апате) и после на другия води до резултат, различаващ се от 
първоначалното изображение. Тези разлики могат да бъдат 
полезни за операциите затваряне и отваряне, представени по- 


долу. 
Затваряне (с/о5тад) 


При комбиниране първо на дилатация и след това на ерозия, 
близки обекти се обединяват в един общ обект. Тази операция 
се нарича затваряне. Резултатът се дължи на първоначално 
сливане, поради разширяване на обектите, което обаче при 
повторно свиване до първоначалните размери на границите, не 
води до прекъсване на получените „мостове“. За разлика от 
прилагането само на дилатация, при затварянето, размерите на 
обектите остават същите, с изключение на новопоявилите се, 
свързващи ги „мостове“. 
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Отваряне (ореп) 


Обратната последователност от операции, се нарича отваряне. 
Първо се прилага ерозия, след това, дилатация. При отварянето, 
ако контурите на отделни обекти първоначално се допират на 
снимките, те биват разделени в резултата, и контурите им са 
напълно разделени. 


Сложни мо ологически алгоритми 


Според характеристиките на изображението и взаимното 
разположение на заснетите обекти, обикновено трябва да се 
комбинират различни морфологически оператори, за да се 
отделят допиращи се или припокриващи се обекти в отделни 
маски със собствени контури. В някои случаи, единствено 
маатегзиед ще е достатъчен за това, в други - ефективността на 
процеса ще е подобрена като преди това се приложи запълване 
на дупки, а в трети, при предварително осъществено затваряне. 
Тези операции са много ефективно за създаване на хомогенна 
бинарната маска и на очертания. Получените очертания могат да 
бъдат приложени за зониране на суровото изображение, при 
което да се приложат допълнителни анализи на отделните 
обекти, например за интензитет на флуоресценция, свързана с 
определен протеин или малка молекула. 


Алгоритми, прилагани върху бинарни изображения 


Вододелен (ига!егзйей) 


Този алгоритъм се прилага за разграничаване на допиращи се 
обекти. Действа чрез първоначална ерозия до отделни точки, 
след което - до дилатация на всяка точка, която спира за 
съответната точка или когато > очертанията > достигнат 
първоначалното очертание на обекта или до очертанията на 
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съседен обект. Той е ефективен когато обектите не се застъпват 
твърде много и когато са хомогенни (без дупки). Резултатите не 
са добри, когато алгоритъмът се прилага върху нехомогенни 
обекти. 


Запълване на дупки 


Този алгоритъм е много често използван. Той създава хомогенни 
обекти чрез запълване на дупките в тях. Ограничението му е, че 
ще запълни и пространства, получени между > съседни 
застъпващи се обекти. Алгоритъмът е изграден от следните 
стъпки: първо се идентифицира кои пиксели представляват фон 
в бинарното изображение. След това, се идентифицират 
„дупките“, като групи от пиксели, заобиколени от всички страни 
с обекти, които не са фон и накрая стойността на пикселите във 
въпросните идентифицирани „дупки“, се променят да съвпадат 
със стойността на пикселите, с които са обозначавани обектите, 
по този начин „запълвайки дупките“ 13. 


Скелетонизация (зКе!еготгайоп) 


Понякога е полезно обектите в едно изображение да бъдат 
редуцирани до техния скелет. Така, сферичните структури ще 
бъдат представени като точки, овалните - като линии, 
бъбрековидните - като извити линии, а тези които са със сложна 
форма - като разклонени линии и т.н. Когато трябва да бъдат 
анализирани характеристиките на нишковидни биологични 
структури, този тип анализи намират голямо приложение. 


Вороной (Уогопо!) 


Противоположно на скелетонизацията, при която се обектите се 
свеждат до минималистично > представяне, при > Уогопо/! 
алгоритъма (дс "е! тезеайоп) е обратното - обектите се 
увеличават, докато не достигнат до очертанията на други обекти 
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и в крайна сметка, не заемат цялата площ на изображението. 
Както и при муатегзнед, първоначално свиваме обектите до точки, 
след което те се подлагат на операция, представяща механизъм 
за нарастване на регионите, което обаче не спира с достигане на 
първоначалните контури на обекта, а до достигане на 
очертанията на друг растящ регион или до крайните пиксели по 
ръба на изображението. 


Карти на дистанцията (4/5гапсе тарз) 


При тях, интензитета на всеки пиксел в изображението се 
представя като разстояние до най-близкото препятствие, като 
под препятствие се разбира контур или ръбовете на 
изображението. Дистанцията може да бъде изчислена според 
различни методи, като най-разпространеният е на базата на 
Евклидовото разстояние, респективно резултатът е карта на 
Евклидовите разстояния. Това представяне има голямо 
практическо значение, защото помага при изчисленията, 
свързани с операциите скелетонизация, крайни точки и Могопо!. 


Алгоритми, прилагани върху монохромни изображения 


Анализ на обекти 


Анализът на обекти позволява след като е генерирана бинарната 
им маска, да бъдат идентифицирани поотделно в оригиналното 
изображение. Могат да бъдат приложени и критерии като форма 
и размери, които да позволят да изберем само обектите, които 
ни интересуват пряко и да филтрираме други, сходни обекти, 
които не ни интересуват. Често прилагана операция е 
извличането на информация за координатите и очертанията на 
обектите като отделна информационна структура, която може да 
бъде запазена в същия или отделен от изображението файл. 
След като се идентифицират всички очертания на обектите, 
представляващи интерес за конкретния анализ, можем да 
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правим индивидуални измервания в тези очертания, като ги 
налагаме на различните канали на оригиналното изображение, 
описващи същите обекти. По този начин може да бъде измерен 
интензитетът само на > отграничените зони, съдържащи 
съответния маркиран протеин. Ако зрителното поле обхваща 
клетки, част от които са положителни, а друга част - отрицателни 
откъм даден > флуоресцентен маркер, то снимката с 
флуоресцентна микрография с този маркер няма да позволи да 
се идентифицират контурите на всички снимки. При това, 
резултатът ще показва погрешно завишена фракция на 
позитивните за съответния маркер, клетки. За да имаме 
измерване, отчитащо всички клетки, необходимо е регионите на 
интерес да бъдат формирани на базата на маска, формирана от 
друг канал на същото изображение, евентуално базиран на 
флуоресцентна микрография, обхващаща друг флуорофор, който 
маркира всички клетки без изключение. Винаги е необходимо да 
има такъв референтен канал, независим от ефекта, който ще 
измерваме. 


Извличане на числови измерители 


Крайната цел на гореописаните операции е да бъдат 
представени характеристиките на изображенията по обективен 
начин, чрез числови или логически измерители. Логическите 
измерители дават отговор „да“ (1) или „не“ (0) и могат да бъдат 
резултат от стъпка на сегментация или комбинация от операции 
с контури. Логическите измерители биват количествено 
охарактеризирани (фракция положителни клетки) и превърнати 
в числови такива. 


Тези измерители могат да бъдат приложени към брой клетки, 
фракция от клетки с определени характеристики, форма, 
ориентация и разпределение по координати. 
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Автоматизация и високопроизводителни анализи 


Гореописаните операции и алгоритми позволяват от суровото 
изображение да бъде извлечена много информация за обектите, 
които ни интересуват. Този процес обикновено е свързан с 
изграждане на многостъпални работни потоци. Ако всяка стъпка 
бъде ръчно изпълнена чрез работа с мишка, интерфейс, 
прозорци и менюта, обработката на папка с десетки и стотици 
изображения, би била свързана с изразходване на време и 
усилия, а поради умора - и до грешки, изискващи допълнително 
време и усилие да бъдат коригирани. 


Софтуерните колекции, които позволяват управление чрез 
команден интерфейс, дават възможност за автоматизирането на 
работните потоци. Така, при аре) е възможно изпълнението на 
последователности от операции и алгоритми върху цели партиди 
от изображения или т.нар. партидно (Ба!сй) приложение. Важно 
условие, за да е възможна автоматизацията на процеса, е 
подаваните изображения да са заснети при достатъчно 
възпроизводими условия, така че резултатът от прилаганите 
операции да е достатъчно добър. В противен случай, трябва да 
се пишат сложни условни алгоритми, които да валидират 
адаптации на подхода спрямо параметрите на получаваните 
междинни резултати. Една от най-уязвимите на малки вариации 
в изображенията стъпки е тази на > сегментацията и 
предхождащото я приложение на филтри с определени 
параметри. Веднъж след като изображенията биват приведени в 
бинарни маски, вариабилността бива значително ограничена. 


За успешното приложението на автоматизация е нужен известен 
качествен контрол чрез визуализиране на ключови процеси с 
оглед при несъвместимости, те да могат да бъдат установени. В 
противен случай, може да не е очевидно, ако числовият резултат 
е грешен, особено при огромен брой изображения. 
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Друго предимство на автоматизирането на процеса е, че 
работният поток може да бъде споделен и независимо 
възпроизведен. 


Има подходи за подпомагане на оператор, който не се чувства 
достатъчно уверен в писането на програмен код. В пларе), кодът, 
описващ командите, може лесно да бъде генериран чрез 
прилагането на ръка, с мишка и менюта, на отделните команди 
от работния поток в активиран режим „записване на макро 
алгоритъм“ („гесой  тасго“). „След това, автоматично 
генерираната последователност от команди под формата на код, 
може да бъде копирана, леко адаптирана и поставена в 
прозореца за партиден анализ на цели папки. Резултатът за 
множество изображения накрая бива изведен под формата на 
подходящи таблици от стойности или обработени изображения. 
Въпреки удобствата на т.нар. партидно приложение, то има 
ограничения, които могат да бъдат преодолени чрез директното 
приложение на тасго скриптове. 


Ако е необходимо интегрирането на последователност от 
операции, включващи стъпки, изпълними с помощта на няколко 
софтуерни продукта, може да се приложи запазването на 
междинен резултат в новосъздадена папка, която след това да 
бъде обработена от следващия софтуер или пък да бъде 
приложен софтуер, който интегрира работата на поредица от 
софтуери в един автоматизиран протокол (р/ре/пе/могКЛоуу). 
Такъв софтуер е КМИМЕ. Той е особено подходящ за 
изследователи, които предпочитат да избегнат работата с 
програмен код. КММЕ позволява визуалното подреждане на 
операции в модулен формат. Чрез него могат да бъдат 
интегрирани скриптове за аре), Пазанк, Се! Рго ег и др., 
включително сложни методи за анализ на данни в Ки РуШоп. 


Под високопроизводително тестване (Р/ай #гоидйри: зсгеептоа, 
НТ5) обикновено се има предвид роботизиране на процесите на 
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боравене с експерименталния модел и заснемане през 
определено време на голям обем информация. Предимствата на 
тези подходи са в способността за генериране на огромни обеми 
информация с добра възпроизводимост. Недостатък е високата 
цена на апаратурата. Тяхното приложение е силно зависимо от 
софтуерната автоматизация. 


Изкуствен интелект (А!) и анализ на биоизображения 


А! представлява научна област, която е подразделение на 
компютърните науки (информационните технологии). Занимава 
се със създаването на компютърни модели и програми, които 
могат да изпълняват логически задачи, които обикновено 
изискват автономност и адаптивност, присъщи за човешката 
интелигентност. Съществуването на А! се основава на 
схващането, че „всеки аспект на обучението или всяка друга 
характеристика на интелекта, може принципно да бъде толкова 
детайлно описана, че да се направи машина, която да я 
симулира“, формулирано от МсСапу е а!. през 1955 г. 14. Към 
момента, липсва единна дефиниция не само за понятието 
„изкуствен интелект“, но и за по-общото понятие „интелект“ 
„интелигентност“). И в двата случая значението е променливо 
според контекста 119. Точната дефиниция е затруднена и по други 
причини. Понятието А! се прилага фриволно за обозначаване на 
технологични > инструменти и процеси с  най-различно 
приложение и комплексност, а смисълът му допълнително се 
размива при обичайните асоциации, целенасочени или не, с 
жанра „научна фантастика“ 119. За да се внесе яснота, е полезно 
разграничението на “общ” (гепега!, АС!) А!, “тесен” (паггому, АМ!) 
А, “слаб” А и “силен” А! 117. Под АС! се разбира способността за 
справяне с всякаква интелектуална задача, АМ! може да се справя 
само с конкретни, строго-дефинирани задачи, например 
сегментиране на пиксели и области в изображения или 
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управление на автономни автомобили. Под “силен” А, се 
разбира такъв, който има самосъзнание и истински осмисля 
действията си, докато под „слаб“ А! се разбира такъв, който чрез 
прилагане на логична последователност от правила, имитира 
осъзнаване на задачата. Всички приложения на А! към момента 
могат да бъдат категоризирани по-скоро като „тесен“ и „слаб“ А! 
1”, Счита се, че техники като машинно обучение и неговото 
подразделение, дълбоко обучение, са основополагащи за 
постигане на интелигентни компютърни приложения. 


Машинно (само/обучение (МИ 


Представлява подразделение на изкуствения интелект (също на 
науката за данните), което се занимава с разработката на 
алгоритми и модели, които позволяват на компютрите да се 
"обучават" от постъпилите данни и с натрупания опит, да 
подобряват представянето си по отношение на генерираните 
прогнози и решения, без да се налага да бъдат конкретно 
програмирани за буквалните стъпки за разрешаване на 
поставения проблем!8.  Машинното > обучение използва 
статистически методи и алгоритми, за да анализира и извлича 
знание от данни!?. Комплексността на прилаганите алгоритми за 
машинно обучение варира от прости такива, като наивния 
Бейсов класификатор, до комплексните невронни мрежи, 
използвани за дълбоко обучение. Взаимовръзките между 
изкуствения интелект, машинно, дълбоко обучение и науката за 
данните, са представени във Фигура 14. 
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Компютърни науки 


Наука за данните 


Фигура 14. Взаимовръзки между Компютърни науки, Наука за 
данните, Изкуствен интелект (А, Машинно обучение (МИ) и 
дълбоко обучение (ПО), представени под формата на диаграма 
на Ойлер. Адаптирано по Мппаеат апа ИтмегзПу о/ Не! КТ 
(2018)13 


Машинното обучение с „учител“ (надзиравано) 


Вместо да се напишат конкретни последователности от правила 
за разпознаване на характеристиките на заснетия обект, в 
класификатора се предоставя комплект предварително 
охарактеризирани, класифицирани и етикетирани примери за 
обучение (Тате 5е!). След това, вече обучената система, при 
предоставяне на нови, непознати изображения (или друг вид 
данни), би трябвало да ги класифицира към един или друг клас, 
стига този клас да е бил представен на системата при обучението. 
Например, ако предоставим на обучения модел снимка на 
клетка и той трябва да я класифицира като здрава, 
некротизирала или апоптотична, то в процеса на обучението би 
следвало да са предоставени достатъчно примери за такива 
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клетки. Ако на същия класификатор се представи клетка, 
претърпяла други морфологични промени, тя няма да бъде 
адекватно класифицирана. 


Машинно обучение без учител (ненадзиравано) 


При тази разновидност на системата не се задават примерни 
класове и съответно, обработката на данни не произвежда 
класифициран и етикетиран резултат. В този случай, резултатът е 
групиране на изображенията или различните области в дадено 
изображение на базата на подобие, спрямо идентифицираните 
от системата „скрити“ характеристики. При това може да бъде 
постигнато формирането на необозначени групи или клъстери, 
спрямо степента на подобие. При данни с множество описани 
характеристики, се прилага т.нар. намаляване на измерността. 
Характеристиките биват опростени и групирани > след 
идентифициране на най-важните мотиви, отличаващи отделните 
изображения или области от едно изображение. Това 
значително улеснява графичното представяне и осмислянето на 
разпределението на различните > проби спрямо >“ най- 
отличаващите “ги “характеристики, “като обаче “тези 
характеристики не са директно описани, а подлежат на 
изясняване. Въпреки че получените при ненадзиравано 
обучение групи не се обозначават като правилно или грешно 
класифицирани, впоследствие, при разглеждане на известни 
сходства и разлики между тези групи, те могат да бъдат 
етикетирани от експерт. Например, ако предоставим на 
системата голямо количество снимки на клетки с различна 
морфология, без тя да е била предварително тренирана с 
каквито и да е предоставени от нас примери, в резултат, 
снимките ще бъдат групирани спрямо мотивите, отговорни за 
подобието помежду им. След анализ на експерт в контекста на 
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налична за тях информация, например метаболомен профил, 


примери за 


цел: анализ на машинно цел: анализ на 
анни без „етикет“ обучение етикетирани“ данни 
" у " 
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Фигура 15. Примери на типични методи за машинно обучение. 
Съкращения: РСА - анализ на главните компоненти, 1-5МЕ - +- 
разпределено вмъкване на стохастични съседи, ИМАР - 
равномерна многократна апроксимация и проекция, 5ХУМ - 
машина с поддържащи вектори. Фигурата не е изчерпателна 
по отношение на видовете методи за машинно обучение. 
Адаптирана по 121 


може да се окаже, че визуалният мотив, който ги отличава, е 
трудно > разпознаваем от човешката зрителна > система. 
Впоследствие, след внимателна преценка и анализ, въпросният 
признак, може да се окаже подходящ кандидат за визуален 
диагностичен маркер по отношение на биохимични изменения в 
клетката. От примерите на Фигура 15 се вижда само малка част 
от разнообразието от методи за надзиравано и ненадзиравано 
машинно обучение. Показани са някои от най-типичните методи, 
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като според нуждите на конкретния анализ някои ще са по-добри 
от други. Изборът на метод на машинно обучение зависи от 
специфичната задача, като Сгеепег ег а!. (2022)129 предлагат 
достъпен подход за избор. Измежду методите за машинно 
обучение, се открояват невронните мрежи, които са в основата 


на дълбокото обучение и са способни да се справят с някои от 
най-предизвикателните задачи пред анализа на изображения, 
като сегментацията им. Друга форма на ненадзираваното 
обучени е т.нар. генеративно моделиране, при което 
обученият класификатор, например разпознаващ апоптотични 
клетки, може да генерира нови изображения на клетки със 
същите характеристики. Този подход набира популярност през 
последните няколко години под формата на техника, наречена 
генеративни > състезателни мрежи (вепега ме > адуегвапа! 
петогКв, САМ). Те са базирани на невронни мрежи (вж. по-долу). 


При САМ параметрите на обучените неврони се използват за 
генериране на изображения, при което могат да бъдат 
изолирани параметрите от различните слоеве на мрежата и да се 
определи как всеки слой от мрежата „вижда“ класифицирания 
обект. За да се получат обаче реалистични изображения, САМ са 
изградени на принципа на комбиниране на две невронни 
мрежи, които се „съревновават“ да се обучават една друга, или 
циклично резултатът от едната подсилва обучението на другата 
и обратно. Целта на едната мрежа е да генерира реалистични 
изображения, докато целта на другата мрежа е да разпознава 
дали генерираните изображения са достатъчно реалистични. 
Така, първата система ще се обучава да генерира все по- 
реалистични изображения, а втората, да разпознава все по- 
добре нереалистичните изображения. 


Усъвършенстването на САМ поставя под съмнение максимата 
„ще повярвам, когато видя с очите си“. 
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Машинно обучение с утвърждение (гепогсетеп (еагтта) 


Прилага се, когато системата получава с известно забавяне 
информация дали определено нейно решение е било правилно 
или грешно, при което тя трупа „опит“ и подобрява 
представянето си в съответната среда. Например, при подаване 
на множество снимки на клетки, системата може да ги групира в 
класове, като при всяка следваща обработена снимка, опитен 
изследовател подава информация дали тя е класифицирана 
правилно или грешно. При това, представянето постоянно се 
усъвършенства при правилно подадени оценки. 


Границите между различните видове машинно обучение 
понякога са размити и определен метод може да бъде труден за 
класифициране. При всички случаи, с увеличаване на опита на 
системата или постъпилата нова информация, тя подобрява 
ефективността на представянето си. 


Дълбоко обучение (ПО)! 


Най-успешната и популярна поддисциплина на машинното 
обучение по отношение на анализа на изображения е ОГ, при 
което се прилагат комплексни математически модели, наречени 
изкуствени невронни мрежи, структурирани в множество слоеве 
(оттам и името "дълбоко"). Основната логическа единица в тези 
мрежи, „невронът“, е базирана на теоретичния модел на неврон, 
хипотетизиран през 1943 г. от Уорън Маккълък и Уолтър Питс и 
реализиран като машината персептрон през 1957 г. от Франк 
Розенблат. 
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а) Ь) 


входен слой скрити слоеве изходен слой 


входящи параметри: 
стойности тегла 
ж Ж. 


изходяща 


Ж стойност 


активационна 


Х, сумираща функция 


функция 


Фигура 16. Скематично представяне на единичен неврон (а) и 
на права невронна мрежа, изградена от входен слой, два 
скрити слоя и изходен слой. Адаптации по 122 и 29. 


Постъпилата “числова > информация в  неврона > бива 
преобразувана чрез прилагане върху нея на т.нар. активационна 
функция, която определя критериите за преобразуване на 
резултата от изчисленията в неврона в информация, която дава 
отговор на класификационния въпрос или в случая на 
многопластови мрежи, да се предаде на следващото ниво 
неврони за допълнителна обработка. Отделният неврон може да 
бъде функционално оприличен на филтър, който извлича 
определена информация, подобно на разгледаните по-горе 
линейни и нелинейни филтри!?23 124 Практическата приложимост 
на дълбоките ( многослойни) невронни мрежи става възможно 
чрез изобретяването на алгоритъма за обратно разпространение 
на грешката (БаскргорараНоп), възприет в практиката в края на 
1980-те, но актуален и до днес. При процеса на обучение, след 
като веднъж входящите анотирани данни бъдат обработени от 
активационните функции на невроните, преминавайки през 
всички слоеве, включително последното изчисление на 
резултата на изхода, на базата на отчетената грешка между 
реалния и прогнозния резултат, този алгоритъм се прилага в 
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обратна последователност (от изход към вход на данните), при 
което биват коригирани параметрите на невроните, така че да се 
намали грешката и да се подобри точността на представянето на 
класификатора. 


Затруднение пред разпознаването на форми от невронните 
мрежи е това, че ако приемем например, че целта на неврона е 
да идентифицира хоризонтална линия, то невронът ще се 
прилага активационна функция, вземаща предвид примерно 
пикселите по продължение на линия, прекарана между средните 
точки на лявата и дясната граница на изображението. При леко 
завъртане по посока на часовниковата стрелка, обаче, по- 
голямата част от линията вече ще се разминава с областта, за 
която невронът ще е „бдителен“. Това може да се компенсира 
чрез приложението на алгоритъма за обратно разпространение 
на грешката, което би изисквало добавянето на в пъти повече 
допълнителни слоеве и драстично увеличаване на нужните 
изчислителни ресурси. По-добър начин, по който този проблем 
бива разрешен, без разхищение на изчислителен ресурс, е 
добавянето на т.нар. „конволюционен“ слой, при което се 
формира т. нар. конволюционна невронна мрежа (СММ). Тази 
разновидност на невронните мрежи има способността да отчита 
контури и форми, тъмни петна, яркост, цвят, без да е толкова 
чувствителна към ориентацията, мащаба и разположението на 
съответния обект спрямо полето на снимката. Конволюционните 
слоеве обикновено се разполагат в близост до входящите данни 
и тъй като те са отговорни за разпознаването на общи по смисъл 
мотиви като ъгли и очертания, които присъстват във всякакви 
видове изображения, могат да се използват успешно върху 
огромни обеми разнородни снимки, с всякакъв вид мотиви. По 
този начин, въпросните мотиви биват идентифицирани в 
обобщен вид, а следващите слоеве прецизират класификацията. 


При процеса на обучение на невронните мрежи, се осъществява 
промяна на  конфигурацията/съвкупността от конкретните 
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параметри (тегла, коефициенти), присъщи на всеки отделен 
неврон в мрежата. Моделът се адаптира спрямо подаваните 
примерни снимки, но самите снимки не се съдържат или 
запаментяват в него. Архитектурата със заучени параметри бива 
конфигурирана така, че да функционира като общ логически 
цифров отпечатък на правилата, които позволяват прогнозиране 
спрямо характеристиките на обучителния материал. Заучените 
правила могат да бъдат генерализирани, т.е. да позволят 
класификацията и на непознати снимки, неприсъстващи в 
обучителния комплект с примери. Все пак, ако моделът е 
обучаван върху примери на хепатоцити и фибробласти, няма как 
да се очаква, че ще идентифицира правилно неутрофил. 


При употребата на вече обучения модел върху тест- 
изображения, невроните на входа получават информация за 
всеки пиксел на изображението и поетапно, преминавайки през 
различни слоеве, я обработват и препредават помежду си, като 
на изхода на невронната мрежа бива класифицирано цялото 
изображение или сегменти от него (сегментация) спрямо 
класовете, с които е обучен. 
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Подредбата на невроните в различни видове слоеве и 
архитектури с определени форми позволява оптимизиране на 
функционалностите и ефективността на моделите за конкретни 
видове приложения. Най-подходящият тип архитектура варира 
според вида изображение, но сред най-популярните и успешни 
са т.нар И-Мег (поради П>-образната подредба на слоевете, 
представена на Фигура 17) за 20 биоизображения и М-Ме!25 за 
30 биоизображения. 


входящо 
изображение 
? 
? 
? 
, 

, 
изходяща 
сегментационна 
карта 


1 
Ш 
+. | функции на 


-- | П-1- 4 слоевете 
, к: 


«+- сопм Зх3, Кеш 


м! м | сору апд сгор 
СГЪГът 
5 + 4 фтах роо! 2х2 
ст феста ф ир-сопм 2х2 
»- сопм 1х1 


Фигура 17. Схематично представяне на невронна мрежа от 
типа (/-пе!. Вляво са входните слоеве, а вдясно - изходните. 
Адаптация по Коппевегдег е! а!, (2015)126. 


О| е сред А! инструментите, които са най-подходящи за справяне 
с проблемите, характерни за анализа на изображения. 


Приложението на невронни мрежи е свързано и с някои 
хардуерни особености. Въпреки че СММ са разработени през 
1980 г. от Кит Ко Еикизиита!??, тяхното приложение набира 
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популярност едва след 2000  г., именно “| поради 
усъвършенстването и достъпността на хардуера на масовите 
компютри. Традиционно, централният процесор (СРИ) на 
компютъра е отговорен за обработка на порции информация, 
които се достъпват последователно, една по една от 
компютърната (КАМ) памет, която е отделен компонент и след 
обработката им от процесора, се записват обратно пак там. При 
невронните мрежи обаче, е по-подходящо паралелното 
изчисляване на функциите, присъщи на всеки един от 
множеството неврони в мрежата, за което по-пригоден е 
графичният процесор (ВРЦ)128. Друго предимство на СР пред 
СРИ е, че при СОРИ е възможно съвместяването на съхранението 
и обработката на информацията на едно място. Така, чрез 
паралелното изчисляване на операциите, съответстващи на 
всеки неврон, изчислителното време за обучение и употреба на 
дълбоки невронни мрежи се свежда до приемливи граници. 


При липса на наличен компютър с достатъчно бърз СРО, може да 
се използват безплатни, базирани в „облака“ услуги, 
предоставящи възможността да се използват техните СОРИ за 
разработка и приложение на паралелни изчисления. Такива са 
Атагоп б5ареМаКег?9, СБооре > Соа0!30, Карре3! и др. 
Благодарение на тях, приложението на дълбоки невронни 
мрежи вече е изключително достъпно. 


Освен това, дълбокото обучение намира приложение и в задачи 
като разпознаване на обекти, разпознаване на реч, машинен 
превод и други?2. 


Първоначално, когато О| набира популярност като метод за 
анализ на изображения, мненията сред изследователите на 
биоизображения са противоречиви и поляризирани. Някои 
приемат О| възторжено, а други веднага го отхвърлят 
категорично като неадекватен подход, поради т.нар. ефект на 
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"черната кутия", или ограничената възможност да бъде обяснен 
начина на функциониране на получените модели. 


За да адресират съображенията на скептиците и да създадат 
предпоставки за минимизиране на присъщите рискове и 
преодоляване на пречките пред максималното оползотворяване 
на потенциала на О| при анализа на биоизображения, ИН тап е! 
а! (2022)3з разработват списък с добри практики за внедряване и 
приложение на модели за О| за анализи на биоизображения. 


Обясними модели (ХА!, ехратаБ!е агийсга! птейдепсе) 


Тъй като всички съществуващи приложения на А! до момента 
спадат към т.нар. „слаб“ А, те не са способни да обяснят 
решенията и действията си. Понастоящем се полагат усилия за 
разработване на т.нар. обясними модели, които се очаква да 
бъдат част от „третата вълна А! системи“. Тези модели следва да 
са способни да дадат обяснение за начина си на функциониране 
и на базата на това, потребителите да имат достатъчно 
разбиране, така че да ги управляват успешно 194. В 
биомедицинската сфера, подходите за обяснение могат да бъдат 
приложени преди, по време и след приложението на модела, 
като най-често прилаганият подход за обяснение е визуалният 
135. Например, моделът показва важните зони от изображението, 
които е идентифицирал, и на базата на които взема решения, или 
пък чрез т.нар. пертурбационно-базирани обяснения изменя 
входящите изображения по такъв начин, че демонстрира какви 
промени биха довели до вземане на алтернативно решение. 
Друг подход е текстовото обяснение, свързано с текстово 
описание на изображенията и, евентуално, представяне на 
примери за обясняваните концепции. Трети подход е пример- 
базираното обяснение, при което при определен етап на 
обработката се предоставят примери, свързани със съответното 
решение, което се взема на момента. Така операторът може да 


99 


забележи, че всъщност определено решение е изкривено 
поради натрупване на артефакти, поради голям брой обучителни 


изображения с трудно забележим с просто око дефект в 
оптиката. 
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СИСТЕМАТИЧЕН ЛИТЕРАТУРЕН ОБЗОР 


Изложеният по-долу систематичен анализ дава възможност за 
постигане на обективност при изграждането на представа за 
тенденциите по отношение на приложенията на методите за 
анализ на биоизображения в експерименталните 
токсикологични изследвания. 


Методология 


Систематичният обзор е проведен по > методологията, 
представена във Фигура 18. Целта е да бъде идентифицирана и 
подбрана само публикационна информация, която е достатъчно 
пълна по отношение на метаданните. По тази причина е 
използвана единствено базата данни ММеБ о! 5сепсе (ММо5) Соге 
Сойеспоп с достъпните в нея индекси на цитирания: 5сепсе 
Спапоп 1лдех Ехрапдед, Боса! 5сепсез СКаЧоп пдех, Апз апа 
Нитаптез СКаноп пдех, Соп!егепсе Ргосеефпрз с аПоп 1пдех - 
5сепсе/ оста! 5степсе 8. Нитаптез, ВооКк СЖайоп |пдех - 5сепсе/ 
боса! 5степсез 8 Нимпаптез, Епегетв ЗБоигсез Сйайоп |пдех, 
Сиггеп Спеписа! КеасНопз и пдех Спеписиз. М/о5 Соге СоПесноп 
се отличава с коректно въведените, изчерпателни и надлежно 
унифицирани ключови думи, научни направления, резюмета и 
индекси на цитирания:38. Това позволява да бъдат изградени 
логически взаимовръзки между отделните записи и те да бъдат 
разглеждани като цялостна мрежова единица. Така, чрез 
библиометрични анализи на събраната информация могат бъдат 
идентифицирани най-важните тенденции по темата. 
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База данни: ММеБ о! 5сепсе Соге СойесЦоп (1985-) 


Обект: заглавие, резюме, ключови думи, направление, обхват на журнал. 


компютърен анализ 
на изображения 
М + 358 285 


Обект: тип публикация, метаданни. 
Подход: изключване настатии без оригинален приноси дублиращи се: 
М< 5127 


Обект: журнал, направление, заглавие, резюме. 
Подход: включване само настатии стоксикологична изследователска 
тематика: М+ 702 


Обект: заглавие, година, цитирания. 
Подход: софтуерен анализ (В, библиотека В БПотегпи) за 
идентифициране на статии, цитирани от други статии в същата група 
(вътрешни цитирания): М- 86 


Обект: пълен текст. 
Подход: прочит, идентифициране на всички значими мотиви, 
класифициранетоим в унифицирана онтология и прилагането иза 
класифициране на всяка статия. М<- 79 


Фигура 18. Диаграма на приложената методология при 
идентифицирането, извличането, подбора и анализите на 
научните публикации по избраната тема. 


В У/о5 Соге СоПесПоп са включени само публикации след 1985 г. 
Това не е от значение по отношение на изследваната тема, 
защото нейната актуалност е свързана с достъпността на 
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персоналните компютри с капацитет за анализ на изображения, 
а тя е пренебрежима преди изследвания период. През 1989 г. 
Мегмег ет а! 137, съобщават, че анализите на изображения и 
персоналните компютри вече не са несъвместими понятия след 
появата на ВМ-РС (модел 5150, пуснат на пазара през 1981 г.) и 
Масттозй ПН (пуснат на пазара през 1987 г.). Малко вероятно е 
публикациите с приложна насоченост към анализи на 
изображения преди 1985 г. да имат ключово значение. Това 
предположение е проверимо и на базата на наличната 
информация, извлечена според настоящата методология 
(Фигура 18). За всички записи на публикации са налични пълни 
библиографски списъци без ограничение на годината на 
публикуване на цитираните източници. Дори в селектирания 
списък да отсъстват важни публикации, се предполага, че 
разработки от тях биха послужили за основа и съответно, 
цитирани от последващи статии, които попадат в периода от 
1985 г. до сега. 


Ниво (!) на селекция: публикации, споменаващи 
понятия с отношение към темата 


Обследването на базата данни включва първоначално 
идентифициране на по-широк кръг публикации и последващо 
прилагане на серия от филтри за постигане на качество и 
конкретика. Темата на настоящия обзор е пресечната точка на 
две научни направления. Затова първо са идентифицирани 
поотделно > публикациите по > съответните две > широки 
направления: (1) в сферата на токсикологията и (2) на 
компютърното зрение и анализ на изображения. За търсенето са 
използвани логическите оператори „И“ (“АМО”), „ИЛИ““ОК”), 
„БЛИЗО“(“МЕАВ”, за близко разположение на думи в теста) и за 
търсене на части от дума, “““. С тяхна помощ са приложени 
комбинации от критерии за идентифициране на въпросните 
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общи направления посредством търсене на думи в заглавия, 
списъци с ключови думи и резюмета (абстракти). По отношение 
на анализа на изображения, критериите са: “пларе МЕАК 
апауз“) ОК (сотпршег МЕАК моп)”, а по отношение на 
токсикологията: “(тох“) ОК (ро!воп“ ОК омегйо5“ ОК (адмегзе 
МЕАК еНес“) ОК (адмегве МЕАК геасЧоп“) АМО дгиг)”. 
Идентифицирани са 1 890 524 публикации, свързани с 
токсикология (1) и 358 285 публикации, свързани с анализ на 
изображения (2). В пресечната им точка попадат 5505 статии, 
които имат отношение едновременно към двете общи 
направления. Записите за тези публикации и съдържащите се в 
тях метаданни са актуални към 12.1.2024 г., когато са изтеглени 
от М/о5 Соге Сойеспоп и проведените библиометрични анализи 
отразяват състоянието на проблема към тази дата. 


Анализ (!): водещи софтуерни продукти и А! 


Първоначалната > селекция от 5505 записа, „свързани 
едновременно стоксикология и анализ на изображения съдържа 
информация за документи с широк тематичен обхват. Най- 
цитираните документи измежду тях > акцентират > върху 
наноразмерни лекарство-доставящи системи:38 обезитет при 
онкологични заболявания:39, технологията „орган на чип“149, 30 
клетъчни култури“, САВ Т клетки“? и др. Повечето от тях 
включват методи за анализ на изображения, които биха могли да 
имат токсикологично приложение, но са приложени с различна 
насоченост. Тъй като софтуерните продукти обикновено целят 
сравнително широка функционалност, изследването за това кои 
от тях са популярни е проведено именно в този широк контекст, 
преди да е стеснен кръгът от публикации чрез последващи 
филтри, които елиминират статиите без  токсикологична 
насоченост. През последните години анализът на изображения е 
доминиран от приложения на А и поради това са разгледани и 
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фракциите от документи, споменаващи конкретен софтуерен 
продукт, които споменават едновременно и понятия, свързани с 
АЦ“АР, “агинса птеШрепсе”, “пласпте |еаготр”, “Деер |еагите”) 
и/или с анализи на изображения и токсикология (Таблица 4). 
Софтуерните инструменти от интерес са подбрани при 
предварителна литературна справка и са представени по- 
подробно в друг раздел на този труд. Съвпадения между 
софтуерни продукти и темата анализ на изображения в 
токсикологията се откриват само по отношение на СеПРго!!ег - 
3.0 9о, Пазчк - 13 96, ДиРат - 0.5 90, гпаре) (или ЕШ) - 0.2 90, 
ОрепСУ - 0.2 9 и МАПАВ - 0.0190. При някои от тези софтуерни 
продукти, припокриването с темата А е 10090, тъй като са 
разработени специално за такива приложения. Такива са 
ОеераБвсш, Пазнк, Ран МГ, 2егоСо5 014 Мк, СОеерзм и шоу. 
Висок процент, но не пълно припокриване с темата „А!“ се 
наблюдава и при КМИМЕ (6290) и Оби ипаре апа!уз15 (3690), 5с!КИ- 
плаге (2396), СейРго ег (1890), ДиРаш (1790) и ОрепСМ (1690). От 
въпросните > софтуерни приложения, асоциирани с А, 
едновременно съвпадение и с тематиката анализ на 
изображения и токсикология има при СеПРго ег, Пазк, ДиРатй 
и ОрепСУ. Тези софтуерни продукти изглежда са успешно 
адаптирани към тенденцията за интегриране на А и 
едновременно с това вече са били прилагани за анализи на 
изображенията за целите на токсикологията. |паре) и МАТГАВ са 
водещите софтуерни продукти за научни анализи на 
изображения, наложили се в рамките на повече от две 
десетилетия и споменати съответно в 19 430 и 147 139 записа в 
анализираната база данни. При такова широко приложение е 
нормално фракцията от записи, която споменава и анализ на 
изображения в токсикологията да е относително ниска. Ако 
обаче отнесем фракцията не към всички статии, споменаващи 
софтуера, а спрямо всички статии, споменаващи анализа на 
изображения в токсикологията, се разкрива друга тенденция. 
Разглеждането на броя, а не на фракциите показва, че измежду 


105 


първоначалните 5505 статии, най-много споменават |таре)/ЕШ 
(51), последван от Ма ав (21), СейРго ег (8) и ОрепСМ (4) 
(Таблица 4). Повечето публикации, споменаващи | таге)/ЕШ и 


МАПАВ са публикувани преди повече от десетилетие, когато А! 
беше по-малко популярна тема и по-ниската фракция на 
съвпадение с нея не е задължителна индикация, отсъства процес 
на адаптация към подобни приложения“3/144. Броят публикации, 
споменаващи А! и Ма Цар или А! и 1таре)/Е! е висок (съответно 
4402 и 518). При изместване на перспектива на сравнение към 
фракцията от записите, споменаващи анализ на изображения и 
едновременно А, е видно, че те са 1290, а фракцията от 
споменаващите анализи на изображенията, насочени в областта 
на токсикологията и А! е 596. Това наблюдение потвърждава, че 
експерименталната токсикология е дисциплина с присъщ 
консерватизъм. 


Таблица 4. Съвпадение на статии с повече от една ключова 
дума в търсене в И/о5 СогеСойесиоп. В най-лявата колона са 
написани всички приложени ключови думи. От ляво на дясно, в 
третата колона са показани бройките на статии, при които 
има “едновременно > съвпадение на ключовите думи, 
обозначаващи анализа на изображения в токсикологията, в 
четвъртата колона, бройките статии със съвпадение между 
анализ на изображения в токсикологията и изкуствен 
интелект (А/М./О. В пета колона са дадени съвпаденията 
от трета колона в процентно изражение, а в шеста колона - 
съвпаденията от четвърта колона в процентно изражение. 
Последните две колони са цветево кодирани, така че 
стойностите, като 0 - червен цвят, 100 - зелен цвят и нюанси 
между тях. 
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8 анализ ЗА! 

Краса брой токс. изобр. РИА 9664 анализ ад 
статии токс. изобр. 

брой статии “ статии 
Тожсоору 1735261 5505 23682 
АУМИОС 1243649 291 1243649 
илаве апа!у515 358285 5505 41491 
Тохкоюор са! 
илаве апа!у515 5505 5505 291 
МайаЬ 147139 21 4402 
ипарве)/ЕШ 19430 51 518 
МитРу 4132 0 404 
5СТРу 3274 0 210 
Кпите 3111 0 1946 
Орепсм 2543 4 419 
ОМЕКО 360 0 12 
СеРго ег 265 8 49 
сааху ра огпа 236 0 16 
ОирРатй 212 1 37 
Оеер!аЬСит 146 0 146 
Марап 116 0 9 
5сКкИ-иплаве 84 0 19 
Пазик 76 1 76 
су 18 0 1 
Оги мларе 
апа!/у515 11 0 4 
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Ра м. Е) 0 Е) 


2егоСо5 04 МЕ 3 0 Е: 
СОеерзм Е! 0 Е: 
|лъоу 2 0 2 


Ниво (!!) на селекция: оригинални токсикологични 
публикации 


Следващите анализи целят да разкрият публикационната 
структура и тенденциите, свързани с установените досега 
практики при анализ на изображения в експерименталната 
токсикология. За да е обективна количествената и качествена 
библиометрична оценка, върху първоначалната селекция от 
5505 записа на публикации са приложени допълнителни 
критерии. За да се избегне изкривяването на последващите 
анализи от вторични споменавания, от селекцията са премахнати 
307 обзорни статии и други 71 публикации, включващи глави от 
книги, съобщения, публикации от конференции и една 
библиография, след което остават 5127 публикации. 


В получената селекция все още голяма част от публикациите не 
са с токсикологична > насоченост. Затова е приложен 
допълнителен “критерий, допускащ само “публикации, 
определени като “ токсикологични според разширената 
категоризация, разработена от М/о5. Идентифицирани са 702 
оригинални научни публикации с изцяло токсикологична 
насоченост, които са подходяща и солидна основа за 
последващите библиометрични анализи на конкретната тема от 
интерес (Фигура 18). 
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Анализи (!) 


Анализите са проведени с помощта на К!45 14 и библиотеката 
ВБПотейпх4”. 


Времеви обхват 


Анализиран е списъкът от 702 публикации, идентифицирани 
след приложение на гореописаните филтри. Периодът, в който 
са публикувани въпросните записи е между 1991 и 2024 г. 
(Фигура 19). 


40 


30 


5 


1990 2000 2010 2020 
Година 


Фигура 19. Хистограма на разпределението на публикациите в 
списък А702 според годината им на публикуване. 


Разпределението по години разкрива динамика на публикуване, 
отразяваща еволюцията на изследваната приложна област. 
Достъпността до хардуер и подходящ софтуер са сопа Но зте диа 
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поп и приносът им за провеждането на анализи на изображения 
и наблюдаваното разпределение е безспорен. 


Персоналните компютри навлизат в академичните институции 
през 1980-те. От 1992 г. се наблюдава стабилен ръст в 
продажбите“8 и разпространението им. Именно в този период 
са публикувани първите статии по интересуващата ни тема. 


Анализ на литературата в РуБМед Сеп!га! “9 показва, че през 
последните три десетилетия се наблюдават два периода с 
тенденция за значителен ръст в дела на научните публикации, 
съобщаващи, че е използван софтуер. До 1996 г. делът на такива 
публикации е незначителен (под 5 90). През 1997 г. се наблюдава 
рязко увеличение (до около 15 96 от всички публикации), като до 
2001 година ситуацията остава непроменена. От 2001 до 2008 г. 
отново се наблюдава ръст, достигащ до 55 90. От тогава до сега 
има едва забележимо плавно увеличение, като са достигнати 
около 70 90 през 2022 г. 


Описаните глобални тенденции съвпадат с наблюдаваната 
динамика на публикациите по темата до 2010 г. (Фигура 19). В 
периода 1996-1998 година се забелязва първото драстично 
увеличение в броя на публикации по темата с последващ плавен 
ръст, макар и по-нисък от глобалния, до към 2010 г. 
Последващата динамика не може да бъде обяснена с глобалните 
тенденции между 2010 и 2022 г. Между 2011 и 2013 г. се 
наблюдава рязко увеличение на публикациите за приложение на 
анализи на изображения в експерименталната токсикология, 
последвани от рязък спад и втори, още по-изразен пик, 
формиращ се между 2017 и 2021 г., след което се наблюдава 
втори спад. 


Периодът на първия пик съвпада с въвеждането на най-голямата 
свободнодостъпна > софтуерна > колекция за анализи на 
изображения, Е1189 и демократизирането на дигиталната 


110 


патология в този период!?0, а вторият - със създаването на 


дълбоката невронна мрежа Ц-пе! от КоппеБегрег е! а!.!21 във 
Фрайбургския университет, което е свързано със скок в 
ефективността при обработка на изображения с А. Повече 
детайли за тенденциите ще бъдат разкрити в последващите 
анализи. 


Географско разпределение 


Интензивната публикационна активност и афилиацията на 
авторите не са гаранция за качество. Въпреки това, системните 
усилия, насочени в посока проучваната тема, са признак за 
сериозно отношение и наличие на предпоставки за развитие на 
конкретното методологично направление. Информацията за 
географското разпределение и звената с висока публикационна 
активност по темата е обобщена и контекстуална, но обективна. 
Тя може да послужи като отправна точка при намерение за 
установяване на международни колаборации и партньорства 
или при търсене на обучителни курсове. Освен това, тази 
информация поставя в контекст последващите анализи. Без 
поглед върху обобщената картина е трудно да бъдат забелязани 
изключения и открояващи се елементи, а може да се очаква, че 
те притежават интересни и качествено различни характеристики. 
Сравнението с базовата публикационна активност по всички 
направления показва дали и активността по конкретната тема за 
съответната държава е резултат на наличието на цялостно 


Фигура 20. Времеви диаграми на общата публикационна 
активност (А.), и тази, свързана с темата токсикология и 
анализ на > изображения (Б.) по отношение на най- 
представените държави и разпределение структура на 
публикационната активност на най-представените държави 
по отношение на процента международни колаборации. :47 
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брой публикации 
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Съавторство с повече от една държава: 
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4» 


брой публикации 


функционална инфраструктура или може да се каже, че темата е 
в известна степен приоритизирана. 


Базовата публикационна активност на държавите - лидери в 
световен мащаб показва два различни профила (Фигура 20 А). 
При западните държави и Япония се наблюдава постоянно ниво 
на публикационна активност с минимален ръст през последните 
две десетилетия, докато при Индия и много по-изразено при 
Китай, се наблюдава непрекъснат ръст на годишния брой 
публикации за същия период. За разлика от общата 
публикационна активност, по отношение на публикациите по 
конкретната тема, тенденциите са различни (Фигура 20 Б). Има 
ръст на броя на публикациите по темата във всички разглеждани 
държави. Китай, който от 2016 г. досега е световен лидер по общ 
брой публикации, по конкретната тема е на пето място. Индия, 
която понастоящем е трета по обща публикационна активност, е 
на девето място по публикации по темата. САЩ има изразен 
превес пред Германия, Великобритания и Япония както по 
отношение на общите публикации, така и по темата. Германия, 
Великобритания и Япония имат много сходна и почти 
непроменена обща годишна публикационна активност през 
последното десетилетие, но по отношение на темата, от 2017 до 
момента, Германия се откъсва и значително изпреварва Япония 
и Великобритания. Резултатите показват, че сред държавите с 
най-голяма научна продукция, експерименталната 
токсикология, интегрираща методи за анализ на изображения 
вероятно е приоритизирана в Германия и обратно, интересът по 
темата е сравнително нисък в Индия и Китай. В САЩ, Япония и 
Великобритания развитието на конкретната приложна област 
следва общите темпове на научна публикация. Наблюдаваните 
тенденции вероятно са свързани с развитието на по-общата 
приложна област на анализа на биоизображения. 


Публикационната активност по темата по държави може да бъде 
разгледана и от гледна точка на наличието на трансгранично 
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сътрудничество, изразяващо се в съавторство от повече от една 
държава. Германия се отличава с най-висок относителен дял на 
международни > публикации, надхвърлящ една трета от 
публикациите им по темата (Фигура 20 В). Може да се 
предположи, че в  интердисциплинарна > сфера като 
експерименталната токсикология, интегрираща методи за 
анализ на изображения, участието в трансгранични колаборации 
е перспективна стратегия. 


Водещи изследователски звена 


Този анализ показва наличието на обособени водещи центрове 
в държави извън най-активно публикуващите. Очаквано, от 
данните за > активността по темата по държави, най- 
представените институции в селектирания списък с публикации 
се намират в САЩ (Фигура 21). Останалите водещи звена се 
намират в Швеция и Испания, които са съответно на петнадесето 
и шесто място сред държавите с най-голям брой публикации по 
темата. 


Водещото звено с най-много публикации по темата към момента 
е Университетът на щата Мичиган. Там се наблюдава 
непрекъсната активност по темата през последното десетилетие, 
като практическата насоченост е широкообхватна и включва 
дигитална патология!2?, обща: 3 и неклинична токсикология"4. В 
публикациите детайлно се описва валидирането на протоколите. 
Въпросните протоколи са свързани с анализ на характеристиките 
на мастни капки в култури на 313-1 > адипоцити чрез 
СеРго |ег!?5, анализ на чернодробна стеатоза и фиброза в 
дигитални слайдове със срезове от миши черен дроб чрез 
МАТ.АВ:28 и определяне на влиянието на преаналитичните 
фактори при анализа на дигитални слайдове!22 


Друго звено, което последователно прилага методи за анализ на 
изображения за токсикологични цели през последните три 
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десетилетия, е Националната лаборатория за изследване на 
въздействия върху здравето и околната среда (МНЕЕК|Ц) към 
Американската агенция за опазване на околната среда (ЕРА). 
Техните проучвания също обхващат дигитална патология, 
обща!” и неклинична токсикология!8. В последно време са 
валидирали Кез5Ме!!29 невронна мрежа за идентифициране на 
кардиотоксичност в плъши дигитални слайдове с помощта на 
библиотеката СаНе!#0 и алгоритъма Адат!”“. 


Солиден и постоянен принос към общата!?, еко-13 и 
репродуктивна 19токсикология, с помощта на методи за анализ 
на изображения, има Упсалският университет в Швеция. Това е 
звено с традиции в експерименталната токсикология. Там, през 
1984 г. О5пр и (ойапззоп описват кометния тест за пръв път!Ф”. 
Наскоро, изследователи от Лабораторията по екотоксикология в 
Упсалския университет публикуват валидирането на ин витро 
протокол за определяне на невронална ембриотоксичност върху 
5Н-5УБУ клетъчна линия по време на диференциация, като 
комбинират анализ на изображения на неврити чрез СеПРго !ег 
с анализ на транскриптомни данни". 


През последните няколко години от Университета на Ню 
Мексико произлизат най-много публикации по темата. Техните 
изследвания са предимно в областта на въздействието на 
микрочастиците, репродуктивната токсикология!?? и 
екотоксикологията!?8. През последната година са публикували 
проучване за генотоксичност на микросфери, определена чрез 
маркера у-Н2АХ (фосфорилиран хистон НОАХ) и за ефекти върху 
клетъчната пролиферация чрез маркера ЕАК (са! афпезоп 
Кпазе) върху флуоресцентни микрографии на А549 клетки от 
белодробен карцином!"8. Друго изследване от същия период 
описва проучване за кластогенни ефекти на бисфеноли върху 
С18-4 <“сперматогонии чрез определяне “наличието и 
характеристиките на многоядрени клетки със СейРго ег!?”. 
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Сред водещите звена по темата с историческо значение е и 
Университета на Баска автономна област, където в периода 1998 
до 2006 година се прилагат анализи на изображения в 
основополагащи изследвания в областа на общата! и 
екологична токсикология и значението на мембранните 
органели на морски мекотели при експозиция с токсиканти!”. 
Напоследък изследователи от това звено са публикували 
валидирането на автоматизиран анализ за екотоксичност чрез 
оценка на ембрионални изменения в морски таралежи с 
помощта на машинно обучение с МАТ.АВ!”. 


Публикационна активност по звена Хам пат 
20 МНЕЕВГ, ЕРА, САЩ 
упсалски университет, Швеция 
| ИА дбунивероитет на 
15 / | Ню Мексико, САЩ 


| Университет на Баска 
| автономна област, Испания 
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“Национална лаборатория за изследване на въздействието върху здравето и 
околната среда, Американска агенция за опазване на околната среда, САЩ 


Фигура 21. Тенденции във времето по отношение на 
афилиацията на авторите, публикуващи по темата по 
години. 147 


Най-активни автори 


След като са разгледани държавите и звената, които се отличават 
с най-много публикации, интегриращи анализи на изображения 
в токсикологията, вниманието ще бъде насочено и към най- 
активните автори и групи от автори, прилагащи такива методи. 
Някои от тях са афилиирани към горепосочените звена, а други 
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са > изключение от > генерализацията на > географски и 
институционален признак. 


Авторът с най-голям брой публикации по темата е |опап 
Мапебтег от Лабораторията по клетъчна биология и хистология 
към Департамента по зоология в Университета на Баската 
автономна област (Фигура 22 А). Той е съавтор в публикации по 
темата между 1991 и 2006 г, като фокусът им е върху влиянието 
на замърсяване на околната среда с тежки метали и влиянието 
им върху лизозомни маркери в храносмилателната система на 
миди". Миеп Садагам е, която също е сред десетте най-активни 
автори по темата, е афилиирана към същата група като Гопап 
Мапедтег, като има в голяма степен припокриване на 
публикациите им. 


На второ място по публикационна активност, с равен брой 
публикации по темата, са У/Ипед ЕпеачН и Уат Мипду. 
мушпед Епеаш работи в лабораториите по лекарствена 
безопасност на Сандоз и Новартис в Базел, Швейцария между 
1994 и 2013 година. Изследванията му са свързани с тестове за 
генотоксичност, като теста за микроядра!?? и кометния тест!?. 
Публикационната активност на МИ 5шег до голяма степен се 
припокрива с тази на МИ пей Епеаш!. Заедно с Апдге Согфег, те 
са сред авторите с най-голяма публикационна активност, но това 
се дължи на съавторство в едни и същи публикации. Апдге 
Согфег участва като техен съавтор в периода 1998-1999 г. 


Другият автор, който дели второ място по брой публикации по 
темата, е УШат Мипду. Той има разработки по темата между 
2004 и 2011 година, като е афилииран към МНЕЕК към ЕРА. 
Обект на изследванията му са ин витро модели за скрининг на 
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А. Автори с най-много публикации 


автор 
соовдо 


бр. публикации 


Б. Публикационната им активност през годините 
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„но " оо бр. публикации 
АЗАКАМИЦ Е МР. » -- Ф Фо: 
а е т 
е САМВАЙ » » +-> + е 
е 
щ н -.--+ бр. цитирания/год. 


година 


Фигура 22. Автори, подредени по низходящ ред по отношение 
на броя публикации по темата (А.), както и разпределение на 
публикациите по темата във времето по брой за година 
(големина на сините сфери) и брой цитирания (цвят). 
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невротоксичност, при което въвежда методи за определяне на 
морфометрични параметри на неврити!“. 


Следващите пет автори в списъка (Фигура 22) имат еднакъв брой 
публикации, като Зе ап З5спог и Ле ФНапр са активно 
публикуващи по темата през последните няколко години. 
Преглед на публикациите на ХНапр, обаче показват, че 
присъствието в този списък се дължи на съвпадение на имената 
на повече от един изследовател. ЗХевап ХсПо! работи в 
Департамента по биоаналитична екотоксикология към Хелмхолц 
център за изследвания на околната среда в Лайпциг. 
Изследванията му се разпростират между валидиране на ин 
витро и ин виво модели като Оапо гепо (риба зебра) за скрининг 
за репродуктивна токсичност!”? и ендокринни нарушения“, 
морфометричен анализ на неврити в 5Н-5У5БУ невробластомни 
клетки!” и кинетика на натрупване на химични вещества в 
клетките!?8. Напоследък, работата му включва приложение на 
методи, базирани на машинно обучение! 219. 


Сред първите десет най-активни по темата е и Атауа Агдиеа, 
афилиирана към Университета в Памплона и по-късно в 
Университета в Осло. Нейната публикационна активност по 
темата е посветена на валидирането:89 и оптимизирането:81 182 
на кометния тест. 


Чеап СатБаг през 1990-те години прилага анализи на 
изображения при изследвания на тежки метали и техните 
вазореактивни и нефротоксични ефекти. Афилииран е към 
лабораторията по клетъчна биология към Фармацевтичния 
факултет в Университета в Бордо:33. 


Ключови концепции 


Всяка експериментална разработка стъпва върху определени 
теоретични и методологични основи, които предоставят 
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отправни точки за осмисляне на адресирания научен проблем и 
досегашното познание. По този начин, предишният опит помага 
да бъде получена нова информация. Установена практика е 
оригиналните и основополагащи концепции да бъдат цитирани 
при обосновката на научни публикации. Така, разглеждайки 
цитираната литература (списък с референции) в статиите от 
дадено научно направление, прави впечатление, че има 
повторяемост в споменаването на някои референции или групи 
от тях. Често те са свързани с прилаганата методология или 
основополагащи теоретични конструкти. Групирайки 
публикациите спрямо степента на припокриване и сходствата в 
референциите, може да разберем много за сходствата по 
отношение на целите им. Чрез преглед на най-често 
повтарящите се единични или групи от референции, основната 
концепция, обединяваща всяка сформирана група (клъстер) от 
публикации може да бъде “идентифицирана. “| Така, 
библиометричният анализ може да разкрие концептуалната 
структура и поднаправленията в публикациите по темата. 


В145 147 


С помощта на и библиотеката ВПомешх““”, са 
идентифицирани референциите, които се срещат най-често в 
публикации по темата и са групирани спрямо честотата на 
едновременното им споменаване. Очертават се шест клъстера от 
съвместно цитирани референции (Фигура 23 Б). Най-често 
цитираната референция в статии по темата е тази, сочеща към 
публикацията на Бре! е! а! (1988)184, описваща най-популярната 
модификация на кометния тест (Фигура 23 А). Тя еи в основата 
на най-големия клъстер от референции (представен с оранжев 
цвят във Фигура 23 Б). 
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Фигура 23. Най-често цитирани референции в статиите по 
темата (А) и клъстери от съвместно споменавани 
цитирания (Б.).Големината на кръга показва честотата на 
цитиране, а цветът - принадлежността към определен 
клъстер!4? 
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Сред десетте най-цитирани референции, общо шест спадат към 
него!62,184-138 Сред тях е и статията на Псе е! а!. (2000)182, която е 
втора по брой цитирания по темата на анализа. Тя описва 
работата на > експертния панел към > ОЕСО, разискващ 
стандартизирането на протокола за кометния тест за 
регулаторни цели. Други многократно цитирани референции в 
този клъстер са основополагащата статия на О5Ппр и )ойапзоп 
(1984)165, в която за пръв път е описан кометният тест, статията на 
О/ме ега!. (1990)187, в която за пръв път е приложен софтуерен 
анализ:39 на „кометите”, обзорите по темата на Еагратп е! а! 
(1995)186 и МсКемеу-Ма тп ет а!. (1993)190 за методологичните 
вариации, описанието на разликите, степента на поправка на 
ДНК при различни типове клетки от Со е! а. (1995)188 и 
първият комплексен протокол за автоматизирано заснемане и 
софтуерен анализ на „кометите”, описан от ЕпеашН е! а|. 
(2001)"3. Клъстерът включва и референции към други методи за 
тестване на генотоксичност. Такива са статията на Магоп и Атез5 
(1983) 191 описваща т.нар. тест на Атез и тази на СоШп ей а! 
(2004)192, описваща 8-оксо-7,8-дихидрогуанин като маркер за 
оксидативно увреждане на ДНК. 


Сред >“ най-цитираните “референции извън темата > за 
генотоксичност е тази на |оме е! а!. (1981)193, показваща че 
наличието на липофилни екотоксиканти води до изменения в 
лизозомите в клетките на храносмилателната система на миди. 
Тя ев основата на втория по големина клъстер (с кафяв цвят във 
Фигура 23 Б), фокусиран върху екотоксикология и лизозомни 
изменения при мекотели. Клъстерът е компактен, като всички 
референции, включително статиите на Мооге (1988)194 и 
ЕхгеБегиа ега!. (1994)12 засягат същата тематика. Може да бъде 
направена ясна връзка между въпросните референции и 
публикациите на групата на Мапвдтег от Университета на 
Баската автономна област. 
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Измежду най-цитираните референции е и тази на ВгадЮга ет а!. 
(1976)196, описваща и досега популярен метод за количествено 
определяне на протеини. Тази референция най често е цитирана 
в комплект с Гаетт! (1970), които пък описват метод за 
разделяне на протеини на базата на молекулната им маса. Тези 
концепции са основополагащи по отношение на биохимията и 
всички “приложения на “съвременната “| механистична 
токсикология и сформират своеобразен малък клъстер (със син 
цвят във Фигура 23 Б). 


Референцията към Котарпа и Запйопт (1989)1928 също е сред 
десетте най-цитирани. В основата е на следващия по големина 
клъстер (със зелен цвят във Фигура 23 Б). Авторите на тази 
публикация работят в същото звено по лекарствена безопасност 
в 5апдог Рпагта Пд. с МИ пей Епеац 99, който на по-късен етап 
автоматизира и кометния тест!3. Всички референции от този 
клъстер са свързани с теста за микроядра, като статиите на 
Еепесн ет а. (2000)200 и (2003)201 предоставят насоки за 
стандартизиране на критериите за класификация на типа 
клетъчно увреждане спрямо микроядрата, а Огаг ега!. (2007)202 и 
Оесогфег ега!. (2008)203 валидират протоколи за автоматизирани 
анализи на микроядра в изображения. 


Следващият по големина клъстер (с виолетов цвят във Фигура 23 
Б), не съдържа референции сред десетте най-често цитирани в 
публикации по темата. Това не е свързано с по-малка значимост, 
а статиите са от по-скорошен период. Клъстерът е базиран около 
статията на Пмак е а! (2001)2094, описваща РСК метод за 
количествен анализ на генна експресия. Тази референция най- 
често е цитирана съвместно с публикациите на АеНпег е? а! 
(2016)295 и (2017)29е, обсъждащи прехода от конвенционална към 
дигитална патология. На този клъстер принадлежи и 
публикацията, описваща дълбоката невронна мрежа П-Ме!226. 
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Друг малък клъстер (с червен цвят във Фигура 23 Б) е този, 
базиран на референцията към Сгапдеап ет а!. (2006)207, които 
описват ефектите на пренаталната експозиция с пестициди върху 
невропсихологическото развитие на деца от Еквадор. Другата 
референция в този клъстер сочи към Моогв ега!. (2009)208, които 
описват култивирането на сфероиди от човешки неврални 
прогениторни клетки като модел за определяне на невро и 
ембриотоксичност. 


Мрежовият анализ на най-често съвместно цитираните 
референции показва, че водещо историческо значение на 
токсикологията, интегрираща анализи на изображения има 
кометният тест, последван от екотоксикологичните тестове за 
лизозомални изменения в мекотели и тестът за микроядра. 
Споменаването на базовите тестове за определяне на протеини 
демонстрират преходът на експерименталната токсикологията 
от емпиричен към механистичен подход. Ин витро тестовете за 
невротоксичност и ембриотоксичност също имат важна роля. 
Клъстерът с най-актуални референции е свързан с дигиталната 
патология, методите за определяне на нива на експресия и 
приложението на конволюционни невронни мрежи като Ц- 
пе!209. 


Ниво (|) на селекция: най-значими публикации по темата 


Гореописаните анализи (| и 1) позволяват да бъдат очертани 
основните акценти и отговорите на въпросите „Кой?“, „Къде?“, 
„Кога?“ и „Какво?“, но само частично засягат въпроса „Как?“. 
Информацията в записите на статиите (метаданни) не е 
достатъчна за това. Необходима е подробна и едновременно с 
това, унифицирана информация, която се съдържа в самите 
данни или пълните текстове. Трудно, времеемко и неефективно 
е да бъде приложен подобен задълбочен подход към стотици 
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пълни текстове. „Оптималното решени е да > бъде 
идентифицирана подгрупа от умерено голям брой публикации с 
централно значение, които да бъдат щателно разгледани, 
обработени и едва след това, анализирани в съвкупност. 


Върху селектираните (1) по-рано 702 източника е приложен 
допълнителен филтър за идентифициране на оригиналните 
изследвания с най-важен принос в тази специфична приложна и 
методологична област. Библиометрията определя приноса 
спрямо цитиранията от други автори. Приносът може да се 
разпростре и в други научни направления. За целите на 
настоящото проучване от значение е отзвукът в работата на 
други токсиколози, прилагащи анализи на изображения. По тази 
причина, критерият за подбор е наличие на поне едно цитиране 
от друга публикация измежду селекцията (|!) с публикации по 
темата (вътрешно цитиране). Вътрешните цитирания са 
установени чрез анализ на референциите на всички записи (!!) 
чрез К145,146 и библиотеката ВЪПотетпх“?. Идентифицирани са 
86 публикации, отговарящи на зададения критерий. След първия 
преглед (в контекста на следващите анализи (!!)), от получената 
извадка от 86 публикации са премахнати още 7 публикации, в 
които се споменава анализ на изображения без обаче да се 
прилагат характерните софтуерни алгоритми, представляващи 
по същество компютърна обработка на изображения. 


Анализи (!!!) 


За да бъдат идентифицирани най-значимите концепции по 
отношение на темата, първо са разгледани публикациите с най- 
много вътрешни цитирания на година откакто са публикувани, а 
след това са разгледани най-разпространените концепции 
измежду публикациите в селекцията. 
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При първия преглед на пълните текстове в селекцията (!!!) от 79 
най-значими публикации (Таблица 5), е създаден списък с 
понятия, “които кратко и конкретно описват > целите, 
методологията и приложените анализи на изображения за всяка 
една от тях. След това, цялата съвкупност от понятия е 
унифицирана и йерархично класифицирана под формата на 
онтология, описана по-долу в труда (Фигура 25). Пълните 
текстове са прегледани още веднъж, при което списъкът с 
понятия, описващи всяка статия е допълнен и приведен в пълно 
съответствие с онтологията. 


Формулиран е алгоритъм в К:4-”146, който за краткост и удобство 
при последващи анализи, задава уникален индекс на всяко 
понятие в онтологията (Фигура 25) и след това прилага 
съответните индекси към понятията, принадлежащи към 
описанието на всяка статия. Така, всяка статия бива описана 
освен с думи, и със съответните индекси (Таблица 5, най-дясна 
колона, „Ю след преглед“). Може да бъде определено 
присъщото йерархично ниво на понятието и свързаните с него 
„родителски“, „дъщерни“ и „сестрински“ понятия след справка с 
онтологията. В резултат, селекцията (1) придобива вида на 
списък от статии, подлежащ на класификация спрямо различни 
критерии, заложени в нея. Вътрешните цитирания са 
предварително определеният признак за значимост на 
описаната концепция по отношение на въпросното направление. 
Съответно, селекцията (|!) от публикации с вътрешни цитирания 
може да бъде разгледана като извадка на значимите концепции 
за направлението експериментална токсикология, интегрираща 
анализи на изображения. При прилагането на различни 
критерии към тази селекция (|), ако някои от дъщерните класове 
са по-често срещани от други, те вероятно имат и по-голямо 
влияние върху развитието на направлението за периода на 
анализа. Т.е. ако определен подклас е застъпен в по-голяма част 
от тези публикации, това е и признак за по-голяма значимост. 
Кодът за осъществяване на гореописаните операции и за 
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графичното „представяне на “разпределението “ спрямо 
съответните критерии (Фигури 26 до 34) е наличен в СйНир (Фиг. 
24). 


Фигура 24. ОВ код, препращаш към адреса на 
свободнодостъпна СйНив > репозитория 
(дкри.сот/У!Уогдапоу/ТохтдАпВ!!) и код с 
описаните алгоритми на 
библиометричната информация. 


Публикации с най-много локални цитирания 


Броят вътрешни цитирания е показател за значението на 
публикацията за > изследваното тясно направление. При 
сравнение на вътрешните цитирания на скорошна публикация с 
тези на публикация отпреди десетилетия, най-вероятно втората 
ще е по-цитирана, без задължително това да означава, че 
първата е по-незначителна. За да бъде намалена тежестта на 
статии, които са били популярни за определен период от време 
и увеличена тежестта на актуални статии, е добавен още един 
параметър за сравнение - брой вътрешни цитирания, 
нормализирани чрез разделяне на годините, изминали от 
публикуване (Таблица 5, колона „цит./год.“). 


Сред статиите с най-много годишни вътрешни цитирания, 
първите пет са публикувани в списанието „Токсикологична 
патология“ в рамките на последните шест години (Таблица 5). 
Същото важи за единадесет от първите петнадесет публикации, 
класирани по този критерий. Това показва, че приложението на 
анализи на изображения дава най-голям принос и има най- 
голямо отражение върху сферата на токсикологичната патология 
и дигиталната патология. 


Темите, които тези публикации засягат, са свързани с 
особеностите на получаването, съхранението и анализа на 
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дигитални слайдове (сканирани цели хистологични слайдове), 
приложението на машинно обучение за анализа им и 
формулирането на регулаторни изисквания и стандарти за 
приложение на > дигиталната патология за  неклинични 
изпитвания?1021, 


Публикацията с най-голям брой вътрешни цитирания за година е 
тази на Рхспоп е а. (2021)22, която прилага дигиталната 
патология и А! като инструменти за идентифициране на 
хепатоцелуларна хипертрофия, маркер и рисков фактор за 
негенотоксична карциногенеза. Афилиациите водят към няколко 
) фармацевтични компании, които разработват нови молекули. 


Саш Мег ет а! (2019)219, хспигласНег ет а!. (2021)23, |опр ег а. 
(2013)150 и загамапап е! а!. (2017)214 дискутират перспективите за 
интегриране на дигиталната патология в регулаторни документи 
като правилата на Добрата лабораторна практика. И тук, 
авторите са афилиирани към фармацевтични компании и такива, 
специализирани в областта на дигиталната патология. 


КиКуте ет а! (2021)211 сравняват представянето на различни 
конволюционни невронни мрежи за идентифициране на лезии в 
дигитални слайдове от различни органи. Афилииациите са към 
компании със същия профил. 


Цпдацег ет а! (2019)212 описват валидирането на модел за 
идентифициране на пролиферация с помощта на маркера К!-67 в 
клетки на млечна жлеза на плъх като предпоставка за 
негенотоксична карциногенеза. И тук, авторите са афилиирани 
към фармацевтични компании. 


Посочените примери показват, че има достатъчно голяма 
общност, която полага системни и целенасочени усилия за 
развитието на дигиталната патология. Направлението има 
висока приложна стойност и са налични ресурси за развитието 
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му. Това е видимо от факта, че водещите публикации произлизат 
от фармацевтични компании. 


Сред публикациите, водещи спрямо годишните вътрешни 
цитирания, се наблюдават и такива на теми, различни от 
дигиталната патология. Те са представени по-долу по ред, 
съответстващ на публикацията с най-висок ранг със съответната 
насоченост. 


Уп е а. (2020)28 представят ЗЮО ин витро модел на 
сперматогонии за “идентифициране на “репродуктивна 
токсичност. Използвана е роботизирана система, проследяваща 
множество параметри на модела, а за анализите им е 
приложено машинно обучение. Авторите са афилиирани към 
Универитета в Джорджия и малка биотехнологична компания, 
специализирана в тестване на репродуктивна токсичност. 
Публикацията на ОВпеп е а! (2006)217 е тази с най-голям 
абсолютен брой вътрешни цитирания. Те описват валидирането 
на подход за класифициране на хепатотоксични субстанции чрез 
изследване на ефектите им върху ин витро модел (Нерб2 
клетъчна линия) чрез роботизирана система и автоматизиран 
многопараметричен анализ на получените данни. Проучването е 
проведено в Лабораториите по лекарствена безопасност на 
Рпгег С!оба! Кезеагс!. 


1511 ета!. (2022) анализират разпределението на канцероногенни 
антрахинони, включително метаболитите им, в различни 
бъбречни структури чрез масспектрометрични изображения. 
Авторите са афилиирани към Националния институт по науки за 
здравето в Япония. 


Публикациите, свързани с кометния тест се нареждат в 
класацията едва след горепосочените публикации. Такива са 
публикациите на Агаиета е! а! (2011)181 и ЕогснНаттег ет а! 
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(2010)180 и Епеач! е! а! (2001)13, които бяха разгледани по-рано 
в труда. 


Нам! ег а. (2010)218 описват автоматизирания анализ на 
морфометрия на неврити. )озйиа Нам! към момента на 
публикуване е афилииран към МНЕЕКГ към ЕРА в САЩ. Мегта е! 
а. (2017)219 пък въвеждат протокол за автоматизиране на теста 
за генотоксичност с микроядра. Афилиациите сочат към 
Департамента по природни науки на Университа на Суонзи, 
Великобритания. 


Рооп е! а! (2017)220 валидират метод за 
високопроизводителни анализи на ефектите на различни 
вещества върху сърдечните съкращения в ин витро 30 клетъчен 
модел. Афилиирани са към отдел за неклинични изпитвания и 
безопасност в Аз гадепеса КВ. 


Мик ег а. (2017)22 описват употребата на съобщителни 
клетъчни линии (геропег се! те) като модел за идентифициране 
на клетъчния отговор към стресови стимули чрез експресия на 
зелен флуоресцентен протеин (вгееп Виогезсеп рготешм, СЕР). 
Авторите са афилиирани към Звеното по токсикология на 
Университета в Лайден, Нидерландия. 


Посочените примери показват, че анализът на изображения е 
ключов компонент при автоматизиране и роботизиране на 
процеса на скрининг на тест съединения върху сложни ин витро 
моделни системи, а машинното обучение е предпочитан подход 
при анализа на получените многопараметрични данни. Други 
важни направления са масспекторметричните изображения, 
тестовете за генотоксичност и работата със съобщителни 
клетъчни линии. 
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Таблица 5. Списък с локално-цитирани публикации, броя 
локални цитирания, броя локални цитирания спрямо 
изминалите години от публикацията и ръчно означените след 
преглед на пълния текст идентификатори, съответстващи 
на класификацията , представена във Фигура 25. С жълт цвят 
е отбелязано наличие на идентификатор, че статията не 
включва компютърен анализ на изображения. Със син цвят е 
отбелязана статия, изтеглена заради некоректно добавени 
съавтори. 


първи списани | 0 след 
заглавие 
автор е преглед 
АКИНСАС ПУТЕШСЕМСЕ 1МО ТОХСОГОЕС дава 
Р5СНОМ РАТНОГОСУ: ОПАМТПАТМЕ ЕУАШАТОМ ОЕ | ТОХСОС 123 110 3 117, 
н22 СОМРОЦКО-МОЦСЕО НЕРАТОСЕПЦ ПАК | РАТНОС 136, 157, 159, 
НУРЕКТКОРНУ !М КАТ5 133, 140, 142 
ТОХСОГОЕ(К РАТНОГОСУ ЕОКИМ“: ОРМЮМ 83 11 49 72 
САЦТНЕК | ОМ  ПУТЕСКАПМЕ  |ММОУАПМЕ ПОПАГ| ТОХСО 123, 125 126. 
ВЕ?:0 РАТНОГОСУ 1710015 1М ТНЕ КЕСШАТОКУ | РАТНОС 143. " , 
ЕКАМЕМОКК 
ЕУАШАПОМ ОЕ ТНЕ И5Е ОЕ 9МЕЕ- АМО 
МИШ-МАСМНСАТОМ СОММУОЦЛОНМАГ 8, 49, 56, 73, 74, 
КОКГУТЕ МЕЦКАС МЕТММОККУ ЕОК ТНЕ | ТОХКОС | 78, 77, 79, 72, 
ра ОЕТЕКМ!МАПОМ АМО ОПАМТПАПОМ ОР | РАТНОС 102, 110, 123, 
1Е50М5 МО  МОМСИМСАС  РАТНОГОСУ 133, 140 
5ТУ0Е5 


ТНЕ  АРРИСАТОМ,  СНАШЕМ6Е5,  АМО 
АОУАМСЕМЕМТ  ТОМАКВО | ВЕВШАТОВУ 
5СНОМАС | АССЕРТАМСЕ ОЕ ПА ТОЖСООЕС | тожсо. |3, 8, 11, 49, 72, 
НЕВ М23 Г РАТНООВУ: ВЕХО ОЕ ТНЕ 7ТН ЕБТР | РАТНО | 123, 110, 141 
МТЕВМАТЮМА. ЕХРЕВТ | МУОВКБНОР 
(БЕРТЕМВЕВ 20-21, 2019) 


8, 22, 23, 49, 56, 
АМ АПТОМАТЕО |МАСЕ АМАГ/515 МЕТНОО 72, 75, 148, 114, 
аи ТО ОЦАМПРУ МЕТЕКМАКУ ВОМЕ МАККОУ/ Медни 117, 134, 133, 
СЕЦШАКПУ ОМ НУФЕ 5ЕСТОМ5 155, 157, 159, 
140, 142 
НСН-СОМТЕМТ |МАСЕ-ВАЗЕО У51МСЕ-СЕЦ. 31, 50, 57, 50, 
РНЕМОТУРС АМАГУ515 РОК ТНЕ ТЕЗПСИГАК 71, 147, 104, 99, 
ТОХСПТУ РКЕОСПОМ |МРУСЕО ВУ В15РНЕМОГ тохсо: 157, 92, 118, 
мм А АМО 15 АМАГОС5 В15РНЕМОГ 5, В5БРНЕМОГ Фа 111, 110, 128, 
АЕ, АМО ТЕТКАВКОМОВРНЕМОС А МА 129, 159, 158, 
ТНКЕЕ-О!МЕМЗОМАГ ТЕЗПСШАК СЕП СО- 156, 157, 140, 
СОПОВКЕ МООЕ! 142 
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АМТНКАОШМОМЕ “И СОМРОМЕМТ5 “ ЕКОМ ЕООО 7, 15, 16, 49, 56, 
16ни у22з МАОПОЕК КООТ5 |М КАТ КОМЕМ5  ВУ СНЕМ 72, 74, 159, 113, 
ОЕЗОКРПОМ  ЕЕСТКОБРКАУ |ОМФАТОМ- тохсо 114, 144, 133, 
ПМЕ-ОЕ-РЦЕНТ “| МА55 “ БРЕСТКОМЕТКУ 143 
|МАС МЕС 
5СЕМИНС  АМО “ КЕСШАТОКУ  РОЦС в 1 498 7 
ГОМЕ ВЕ!50 СОММПТЕЕ (5КРС) РАРЕК: МАПОАТОМ ОЕ | ТОХСО 123 125 26. 
ОВПА- РАТНОГОВУ  5У5ТЕМ5 Мо  ТНЕ | РАТНОС 143. , 7 
КЕСШАТЕО МОМСИМСАГ ЕММКОММЕМТ 
НЕН СОМСОКПАМСЕ ОЕ ОКИС-МОИСЕО 8, 12, 83, 69, 50, 
Е ОВВИЕМ НОМАМ НЕРАТОТОХЕПУ МПН ИН ВИТРО АВСН 73, 98, 99, 157, 
ррт7 СУТОТОХСПУ МЕАХЗИКЕО 1М А МОМЕС СЕП - тохсо. 100, 94, 118, 
ВА5ЕО МООЕ ПЯУМЕ НЕН  СОМТЕМТ 111, 159, 156, 
ХСКЕЕММС 124, 140 
БАКАУАМА | МЕЕПМС  КЕРОКТ: 71550Е-ВАЗЕО |МАСЕ | ТОХСОС | 8, 49, 56, 72, 
м 14 АМАГУ/515 РАТНОС 123, 110, 133 
ОЕМЕГОРМЕМТ АМО МАПОАПОМ ОЕ АМ 8, 34, 81, 49, 56, 
ПМОАЦЕКВ | МАВЕ  АМАМ55  БУБТЕМ РОК  ТНЕ | ТОХСОС 196, 147, 114, 
Ко15 МЕАЗОВЕМЕМТ ОЕ СЕП РКОПРЕКАТОМ 1М | РАТНОС 139, 138, 140, 
МАММАВУ СГАМО5 ОЕ КАТА 142 
АСАОКА НБТОРАТНОГОВКА ТМАСЕ АМА! 515 ОР | ЕХР еи Ин 
уга СНЕМ!САНТМОУСЕР НЕРАТОСЕП ГАК | ТОХСОС 114, 133, 134, 
НУРЕКТКОРНУ !М М!СЕ РАТНОС 140, 141 
М!СКОЗ5СОРЕ-ВАЗЕО АЦТОМАТЕО тохсо:. 2, 8, 46, 49, 57, 
КАМОТ У225 | ОПАМПНСАТОМ ОЕ ПМЕК ЕВКОЗ!5 М МИСЕ РАТНО!. 73, 72, 102, 101, 
И5ПМС А ОЕЕР ЕАКММС АГСОКПНМ 110, 114, 131 
ИЗМ6 АКПНСАГ МТЕШСЕМСЕ ТО ОЕТЕСТ, 2, 8, 11, 49, 56, 
БЕ СА59ЕУ, АМО ОВ/ЕСПМЕГУ 5СОКЕ ХЕМЕКПУ Ца 72, 79, 101, 102, 
ОЕ КООЕМТ САКПОМУОРАТНУ 123, 110, 126 
ОЕУЕГОРМЕ ОА  ОПАПШНСАТОМ  АМО 
20КАУ/ МЕК! САПОМ 5ТКАТЕСУ РОК ПЕПАГ- 71550Е | ТОХКОС |2, 11, 49, 72, 
А227 |МАСЕ АМА! М55  |Мо ТОХСОГОСКСА | РАТНОС 123, 110, 125 
РАТНОГОСУ 
АФОМЕТА ТНЕ ТМЕШЕМСЕ ОЕ ХСОКМа МЕТНОО ОМ ри 
Ааа МАКАВШТУ 1М КЕЗОГТ5 ОВТА!МЕО МИТН ТНЕ | МОТАСЕ 104, 118, 133, 
СОМЕТ А55АУ МЕ5!5 140, 141 
ЕОВСННА МАКАПОМ 1М ТНЕ МЕАБОКЕМЕМТ ОЕ ОМА 2, 39, 88, 69, 50, 
ММЕВ 280 ПАМАСЕ ВУ СОМЕТ А55АУ МЕАЗОКЕО ВУ ТНЕ | МОТАСЕ | 106, 118, 133, 
ЕСУАС | МТЕК-АВОКАТОКУ УАНОАПОМ ТК1АГ | МЕ5!5 141 
ОПАМТПАПМЕ А55Е55МЕМТ ОЕ МЕОКПЕ 
ОЦТСКОМТН |М НИМАМ ЕМВКУОМС ХТЕМ 2, 44, 50, 53, 85, 
пе СЕП-ОЕКМЕО нмга,„с “| СЕШ5 узме а 108, 158, 118, 
АЦТОМАТЕО НСН-СОМТЕМТ |МАСЕ у 133, 141 
АМА/515 
8, 12, 50, 53, 71 
НСН-ТНКОЦСНРОТ |МАС!МЕ ОЕ САКОАС Сори рани 
и М!СКОТ!55ПЕ5 РОК ТНЕ А55Е55МЕМТ ОГ Целия А та а 
САКО!АС СОМТКАСТПОМ ОЦН!МС ОКЦС 140. 7 : 
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ЕУАШАТОМ ОЕ ТНЕ АЦТОМАТЕО 
УЕВМА М!СКОЕГОУ/ АМО МЕТАЕЕК Р.АТЕОКМ5 ЕОК АВСН 2, 8,9, 5, 38, 50, 
1В219 НЕН-ТНКОПЦСНРОТ МСКОМИСЕЕЦ5 тохсо:. 84, 69, 53, 107, 
5СОК!МЕ АМО ОПОБЕ КЕЗРОМЗЕ АМАГУ515 1М 118, 114, 133 
НОМАМ ГУМРНОВГАЗТОШ ТК6 СЕЦ5 
2, 8, 12, 50, 73, 
НСН-СОМТЕМТ |МАС!МЕ-ВАЗЕП  ВАС-СЕР АВСН ра па на 
МИМК 5221 ТОХСПУ РАТНМИАУ КЕРОКТЕК5 ТО А55Е55 тохсо. 157, 1. 122, 
СНЕМ!САГ АОМЕКЗПУ ПАВШТ!Е5 11, 128, 140, 
142 
2, 38, 50, 57, 84, 
ЕКТЕАЦЕЕ АЦТОМАПС АМАГУ515 ОЕ 5ПОЕ5 РКОСЕ55ЕО МОТАВЕ 69, 58, 106, 104, 
Муз 1МТНЕ СОМЕТ А55АУ МЕФ15 118, 139, 133, 
140, 142 
2, 44, 49, 56, 78, 
СВМАЗТАМ ОПАМПАТПМЕ “| МЕОКОТОХСОГОВУ: АМ ит 172, 101, 102, 
А Д228 А55Е55МЕМТ ОЕ ТНЕ МЕОКОТОХК РКОРИЕ ОЕ тохсо. | 114 123, 133 
КАПМС АСО 1М 5РКАСИЕ ПАУ/ГЕМ КАТА 140, и 7 
СОККЕМТ ХТАТИ5 ОЕ РАТНОГОС!СА |МАСЕ 
АМАГУ/515 ТЕСНМОГОСУ !М РНАКМАСЕЦПСАГ | ) 
аси СОМРАМЕ5: А ОПЕЗПОММАЖЕ ЗОКМЕУ ОЕ | ТОХСОС лели 123, 
ТНЕ ЗАРАМ РНАКМАСЕОТ!САГ | РАТНОС : 
МАМОЕАСТОКЕВ5 А55ОСАТОМ 
БТАМОАКО?ЕО “| А55Е5ХМЕМТ  ОЕ СЕП | ЕХР 
МОПЕ Т230 | РАОПЕЕВАТОМ:: ТНЕ АРРКОАСН ОЕ ТНЕ КПА | ТОЖСО 
СЕРА ММОКК!ИМС СКОЦР РАТНОС 
8, 11, 49, 73, 75, 
ОПАМПНСАПОМ ОР Н15ТОРАТНОГОСКАГ | ) 74, 72, 153, 150, 
НОКА! У21 | АМО!М65 15М6 А МОМЕ. ПМАСЕ АМАГУЗ15 | ТОХКО. | 147, 151, 157, 
Р.АТЕОКМ РАТНОС 123, 117, 114, 
110, 140, 133 
СНКОМС, ГОМ/ЛЕМЕ. ОКАС ЕХРОБИКЕ ТО 57 44 49, 55 
РЕТКОЕЕ МАК! МЕТОХМ, ООМО:САСО, АЕК МНОГЕ | МЕЦКОТО 102, 120 124, 
К2з2 ВКАМ  МОКРНОМЕТКУ |М  МОМНОМАМ | ХСООЕ 122 140 ? р 
РК!МАТЕ5 У ; 
А 5У5ТЕМ5 ТОХСОГОВУ АРРКОАСН ЕОК ТНЕ тохсо: пар и 
КАММ 5233 | РКЕПСТОМ ОЕ КЮОМЕУ ТОХСПУ АМО 15 Фа 100, 111, 110, 
МЕСНАМ5М5 ИН ВИТРО 133, 140 
8, 12, 49, 60, 62 
АЦТОМАТЕО  МОКРНОГОСКАС  ЕЕАТОКЕ езана ееинакав 
Ида А55ЕЗБМЕМТ РОК  ЗЕВКАНУХН  ЕМВКУО Или та а а 
ОЕМЕГОРМЕМТА- ТОХ СПУ 5СКЕЕМ5 139, 138, 132 
2, 37, 49, 75, 57, 
ТЕСНМСА. “АХРЕСТ5 (НОЕ  АЦТОМАПС 61, 107, 104, 
иа МСКОМИСЕЕЦ5 АМАСУ515 1М КООЕМТ ВОМЕ- еи 114, 117, 133, 
МАККОУ/ А55Ау5 159, 157, 156, 
140 
РКООЕ ОЕ СОМСЕРТ РОК Ам АЦТОМАТЕР 8, 2, 22, 49, 56, 
КО? ОМУ5К | МАСЕ АМАГУ515 МЕТНОО ТО ОПАМПЕРУ КАТ | ТОХКОГ | 72, 75, 147, 114, 
1234 ВОМЕ МАККОУ/ НЕМАТОРОЕПС ПМЕАСЕ5 | РАТНО!-а | 134, 133, 140, 
ОМ НАЗЕ ЗЕСПОМ5 142 
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5МОКЕК5 ВУ  МАТКХ-А555ТЕО  ПАЗЕК 
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А ТКРАКТПЕ МООЕ ОЕ АСПОМ АРРКОАСН СД Бра 
5ТОСК М235 РОК  ПМУЕХПОАПМЕ ОТНЕ МРАСТ  ОР МОТАВЕ 154 18 и 133. 
АМЕПСЕМ5 ОМ ТИВОЦМ РОГУМЕКТАТПОМ н 140 Ц 7 
8, 12, 50, 83, 69, 
ПУМАМС 1МАб!МЕ ОТ АОАРПМЕ ЗТКЕ55 АВСН на и и 
МИМК 5236 КЕЗРОМ5Е  РАТНМУААУ  АСТМАТОМ РОК тохсо 18, 110, 1, 
РКЕП!СТОМ ОЕ ОКИС | МООСЕО ПМЕК 1 МОКУ 128, 140, 142, 
130, 132 
момоу МЕОКОМА. МООЕ5 БОК ЕМАШАТОМ ОГ ит г 
| уув2з? РКОЦЕЕКАТОМ ИН ВИТРО узмв НЕН | ТОХСОГ 85, 96 ат ала. 
СОМТЕМТ ХСКЕЕМ МС осу 133 ц Тлута 
ОЕРЕКЕМПА:  КЕХРОМЗЕ ОР ОЦРАСТОКУ 5, 41, 49, 60, 62, 
таа 5ЕМБОКУ МЕЦКОМ РОРШАТОМ5 ТО СОРРЕК лена 85, 72, 147, 154, 
ТОМ ЕХРОБ5ОКЕ ТМ 2ЕВКАН5Н 114, 130 
МОЕСОГАВ АМО ТОХСОГОСК КЕХБЕАКСН !М 
МЕМ/ВОКМ “ НУРОБРАПАС МА КАТ 
пие ЕОПОМ/МЕ |1М ОТЕКО ЕХРО5ИКЕ ТО О!-М- Има 
ВОТУ РНТНАГАТЕ (ОВР) 
Име “ АЦТОМАТЕО  |МАВЕ “ АМАУ515 8.22 49. 69, 56 
ВСЕУ Асокпнм5 то о051мсш5н  МОКМА, | ТОХСОГ Ва 147 157, 
А240 АВЕККАМТ, АМО  ОПЕСЕМЕКАТЕ МПОТПС | РАТНОГ 158 96 133 и 
НСИКЕЗ ТМООСЕО ВУ ЕС5 | МНВШОМ таа 
ОЕМЕГОРМЕМТ  ОЕ А  ОЦАМПТАТМЕ 285 12 46 
МОКРНОГОС!СА! А55Е55МЕМТ ОЕ ТОХСАМТ- О АРР. 62 60 153 162, 
ОЕА. 5241 ТКЕАТЕО “| ХЕВКАНБ5Н ГАВМАЕ | ПЗМЕ тохсо. 158 114 4 таа, 
ВКСНТНЕО |МАС!МС АМО НаН-СОМТЕМТ 110, 133 т 7 
АМА/515 и 
КЕСОММЕКОЕО  МЕТНОО5 РОК  ВКАМ 28.53, 44 49 
САКМАМ РКОСЕ55 МС АМО СПАМТПАТМЕ АМАГУ515 1М | ТОХСО 66 7, 72 114, 
Кн24? КООЕМТ ОЕМЕГОРМЕМТАС МЕОКОТОЖСПУ | РАТНОС съррви : 
123, 126, 130 
5ТНО!Е5 
А55Е55МЕМТ ОЕ РС12 СЕП ППРЕЕКЕМПАТОМ 
РА Кр174 АМО МЕОКПС СКОУ/ТН: А СОМРАК5ОМ ОЕ | МЕЦКОТО | 2, 19, 50, 56, 85, 
МОКРНОГОСКСА. АМО “ МЕЦКОСНЕМКАС | ХСОГ 108, 115, 127 
МЕАБИКЕ5 ТЕКАТОГ 
ВЕВМАВО! АВХЕМСЕ ОЕ МСКОМОСЕЕЦ5 РОКМАТОМ 1М | ЕХР 2, 38, 58, 69, 50, 
М2з СНО-К1 СЕШ5 СОМАТЕО МО РМАТЕШЕТ | ТОХКОС 1107, 118, 133, 
ГУБАТЕ ЕМКСНЕО МЕОИМ РАТНОС 140, 141 
РКОТОСО:5 РОК  ЗТАММЕ ООР  ВПЕ 
САМАПСШАК АМО 5ЗММИ5ЗОША: МЕТМУОККА 
ОЕ НОМАМ, МООЗ5Е АМО РС ПМЕК5, ТНКЕЕ- 2, 49, 73, 72, 
КД О!МЕМ5ЗЮОМАГ КЕСОМ5ТКИСПОМ АМО и 146, 118, 121, 
ОПАМПНСАТОМ ОЕ 71550Е 137 
М!СКОАКСНПЕСТИОКЕ ВУ |МАСЕ РКОСЕ55 МЕ 
АМО АМАСУ515 
МООНСАТОМ ОЕ СЕП МОШМЕ АМО 5 41 67, 158 
МАСНАОО | РКОПРЕКАПМЕ САРАСПУ ОЕ | АОПАТ 152 ад. иа. 
МО245 РЗЕЦООККСНМЕНЕЦА ЗОВСАРПАТА СЕШ5 | ТОХСОГ 133, 141 Ц , 
ЕХРОХЕО ТО МЕТА! 5ТКЕ55 ? 
ОПАМТПАТПМЕ МА55 ВАКСООЕ-ПКЕ |МАСЕ 
МАКАМБНЕ | ОЕ МСОПМЕ МО ЗПМСГЕ ТОМЕПООМАНУ | 1  АМАГ 
те Б5ПСЕО НАК БЕСТПОМ5 ЕКОМ ГОМЕ-ТЕКМ | ТОХСОС 


ОПЕБОКРПОМ ТМЕ-ОЕ-РЦЕНТ 
БРЕСТКОМЕТВКУ |МАС!МС 
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АХЕВАО ПУТЕВАСТОМ5 ВЕТМУЕЕМ РЕЗПСОЕ5 АМО 7, 9, 40, 50, 57, 
2002 1с24? СОМРОНМЕМТ5 ОЕ РЕЗПСОЕ ЕОКМШАТОМ5 | ТОХКО- | 85, 69, 108, 114, 
ПМАМ ИН ВИТРО МЕЦКОТОЖСПУ ТЕЗТ осу 133, 143 
2, 38, 50, 57, 84, 
2002 ха Ди Нехещаи СОМЕТ А5з5Ау уз1ма 96- МУТАВЕ | 69, 106, 104, 
МЕ5!5 111, 133, 139 
гом 005Е5 ОЕ 2,3,7,8- 
ТЕТКАСНГОКООВЕМ2О-<1>Р</1>-О1ОХМ АВСН 9, 5, 20, 49, 54, 
2002 | КЕСКЕ К249 ПМСКЕАБЕ ТКАМБЕОКМИМС СКОМТН ЕАСТОК тохсо 79, 72, 102, 114, 
Г АМО САЦЗЕ МУОСАКПАС НЕВКОЗ15 ТМ 133, 140 
МАКМОЗЕТ5 (САШТНН!/Х /АССНОЗ) 
(УНВПОМ ОЕ МЕЦКПЕ ОЦТСКОМТН АМО 5, 7, 41, 50, 57, 
ана АШЕВАТОМ  ОЕ  СУТОБЗКЕЕТАС  СЕМЕ реа 69, 85, 108, 118, 
ЕХРКЕ55ТОМ ВУ 5БООЩМ АКБЕМПЕ у 133 
2, 9, 8, 12, 38, 
ЕВЕДОЕЕ АЦТОМАПС АМАСУ515 ОЕ ТНЕ 50, 53, 89, 76, 
уугва МСКОМИСЕЕЦ5 ТЕ5Т ТМ РКИММАКУ НОМАМ | МОТАВСЕ | 50, 107, 104, 
ГУМРНОСУТЕ5 И51МС |МАСЕ АМАГУ5!5 МЕ5!5 114, 111, 133, 
140 
СОМРАКБОМ ОЕ СОМРОТЕКМЕО |МАСЕ 2, 8, 11, 49, 56, 
АМАГУ/515 УМТН ТКАОПОНМАГ тохсо. | 73. 72 102. 101 
НАШ АР? | БЕМПОПАМТПАПМЕ ЗСОКМЕ ООЕ РЕВ!" РАТНО. 110 114 и 117. 
РКИ5З9АМ ВЕ ЗТАМЕО  НЕРАПС КОМ 126. 140 141 , 
ПЕРОУПОМ 7 7 
МЕВСЕВ ОБТКВОТОМ АМО ОНВКОПС  КЕЗРОМБЕ | РАКТ 
ВВ25з топоМиме МНААПОМ  ЕХРОБИКВЕ ТО | НВКЕ 
МОШЕМАЦЕО САКВОМ МАМОТИВЕБ ТОХСОЕ 
АМ А55Е55МЕМТ ОЕ ТНЕ ЕЕАЗВИ ТУ ОЕ И5!МЕ 5, 41, 49, 63, 
2001 иа, |МАСЕ АМАГ/515 |М ТНЕ ОУБТЕК ЕМВКУО- па 152, 153, 149, 
ГАКУА ОЕМЕГОРМЕМТ ТЕЗТ 114, 133 
СОМУ5ТЕМСУ ОЕ МОКРНОГОСКАС 
ЕМОРО!МТ5 У5ЕР то А55Е55 5, 47, 60, 62, 49, 
седи ОЕМЕГОРМЕМТА. ТПММв МО Х2ЕВКАНЗН еи 157, 158, 110, 
(ОАМО ВЕК!О) АСКО55 А ТЕМРЕКАТОКЕ 114, 133 
СКАО!ЕМТ 
АЦТОМАТЕО МАМОСО5М ТЕЗТ 5У5ТЕМ ТО | АОПАТ 5, 14, 65, 51, 49, 
ЕОП К258 А55Е55 ТНЕ ЕРЕЕСТ5 ОР 5ХТКЕЗ5ЗОК5 ОМ ТМУ/О | ТОХСО- | 158, 159, 149, 
ПКТЕВАСТМС РОРШАПОМ5 а 130, 140, 142 
10, 47, 50, 69 
СЕП ГАК ОРТАКЕ, ПМТКАСЕП ГАК СИНА ама 
пещ ТКАЕНСКМС АМО СУТОТОХЮПУ ОЕ ХПМЕК Пад на: раци 
МАМОРАКПСЕ5 ; и ; 
140 
РОШМОМАКУ ЕХРО5БИКЕ ТО 5ИМСГЕ-МАПЕО РАВТ 9, 48, 49, 57, 77, 
БМУЕО!М САКВОМ МАМОТИВЕ5 ООЕ5 МОТ АЕРЕСТ ТНЕ ЕВВЕ 72, 159, 119, 
1260 ЕАКУ  ММОМЕ “ КЕХРОМ5ХЕ “( АСА!МБТ тохсо:. 133, 159, 156, 
ТОХОРГАЗМА СОМОП 141 
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ИН ВИТРО МООЕ5 ТО 5ТИОУ МЕСНАМБМВ | САВСН 8, 45, 56, 50, 74, 
1999 | ГА?ОЦ 8261 | ММОМЕО МО СУСПОБРОКИМЕ А-МЕСАТЕО тохсо. |70, 152, 115, 
С1ОМЕКШАВ СОМТВАСТОМ 133, 140 
СОМПМШМЕ  ЕОИСАТОМ  СОЦВЗЕ МЗ: 
СОККЕМТ РКАСТСЕ5 АМО ЕОТИВЕ ТКЕМО5 1М | ТОХСОГ 
са во1ом в: МЕЦКОРАТНОГОБУ А55ЕХХМЕМТ | ЕОК | РАТНО 
ОЕМЕГОРМЕМТА: МЕЦКОТОХКПУ ТЕ5ПМЕ 
ТНЕ ИбЕ ОЕ ММИМОНБТОСНЕМБТВУ ЕОК 2, 8, 5, 7, 11, 49, 
2011 а. ВОМАВККЕК А55Е55МЕМТ-САМ ПТ СОМРЕТЕ Нани 72, 114, 133, 
МИТН ОТНЕВ ТЕСНМОГОС!Е5? 126, 143 
РВЕМАТА. | ЕХРОФИВЕ ТО  О-МАВОТИ 
2011 | ЛАМС )7264 | РНТНАГАТЕ ПМОЧСЕ5 АМОВЕСТА. | ТОХСОГ 
МАЕОКМАТОМЯ | М МАЕ ВАТ ОЕЕЗРЕ МЕ осу 
МА МС ОЕ МЕТНАМРНЕТАМ!МЕ 6, 4, 29, 53, 80, 
2011 | МК А265 ПМСОВРОКАТЕО |МТО НАВ ВУ МАО-ТОЕ | ЕОКЕМЯС | 154, 113, 133, 
МА55 ХРЕСТВОМЕТВУ тохсо: | 143 
ИРТАКЕ ОЕ СО10 МАМОРАКТ!СЕ5 |М МОВ!МЕ 
МАСКОРНАСЕ СЕ 5 МИТНОИТ СУТОТОХЮТУ | МАМОТО 
Биаи Раме с: ОК РКООЦСПОМ ОЕ РКО-МЕГАММАТОВУ | ХСО06 
МЕОАТОК5 х 
РВЕОАТОВ АМОПАМСЕ РЕВЕОВМАМСЕ ОР пеИаа 
2009 МСВБЕЕ САКМАС ЕАТНЕДО МИММОММ5 (РИМЕРНАШЕФ | АОСПАТ 106 Тов а 
МК267 РКОМЕА5) И ЕОЦОМИМВ | БЗНОКТ-ТЕКМ | ТОХСО 130, а , 
ЕХРОБИКЕ ТО ЕФТВОСЕМ МИХТУКЕХ ; 
СНЕОМС  ЕХРОЗИВЕ ТО  СЦИЕОБИМАТЕ- 
АММОМИМ МОИСЕ5 БРАТАЦ МЕМОВУ 
2008 па ПМРАВМЕМТО, НРРОСАМРА ма! па 
МООНСАТОМ5 АМО СТАМИКЕ | 
Б5УМТНЕТАЗЕ АСПМАТОМ |М МЕ 
ВИ зор” ДР ае мл рмдзвнвто 
Мув2е9 СИТИВЕ МООЕС ОЕ МЕОКОМАС | яОСУ пи 
ОЕМЕГОРМЕМТ 
АСПМАТОМ ОЕ  МПОбЕМ  АСТПМАТЕО дог аб БЕ-о 
2008 РЕ)СНАС РКОТЕМ КИМАЗЕ (МАРК) РАТНМУАУ5 АРТЕК | 1 АРРЕ ш щ а Ди 
70 5ОМАМ РОБОММЕ ПМ КАТ СЕКЕВЕПАВ | ТОХСО А ратре 
СКАМШЕ МЕЦКОМ5 
НЕ АРРИСАТОМ ОЕ А ЗЕТ ОЕ СЕЦЛАК пратете 
2006 СИЕВГЕТ ВОМАВКЕВЗ |М ТНЕ ОБЕЗТП!МЕ САМО ОЕТНЕ | АОПАТ ер таз ааа. 
Е271 ЕВЕХНУ/АТЕК | ХМАП  ВАЮПХ  РЕВЕСКА | ТОХСО 132, я 2 : 
(САЗТКОРООА, РИПМОМАТА) , 
СЕПЦШАВ ВЮОМАККЕВ5 ОЕ ЕХРОБИВЕ АМО 
АМАВАВО | ВООФСА. ЕРЕЕСТ ПМ НЕРАТОСИТЕЗ ОЕ АОЧАТ Ер а 
2005 Мега ТИКВОТ | (ХСОРНТНАМИЗ | МАХИМИЗ) тОКСОЕ 114 ВЕ я па 
ЕХРО5ЕО ТО СО, СИ АМО 2М АМО АЕТЕК таа 4 2 
ОЕРИВАТОМ 
РВЕПМ!МАВУ МОВРНОГОС(СА: АМО вреда 
2005 | ОНАВ Р27 НТОСНЕМКА. СНАМСЕФ 1М КАТ ХРМАС | МЕЦКОТО ВА зе БА ТЕт 
СОКО  МЕЦВОМ5 ЕОПОМИМЕ  АВКЗЕМС | ХСООБ ВИ ДА 40 г 
ПМСЕХТОМ х Ди 
(ММОМОНКТОСНЕМКА.  АМАУФ6 ОГ 
АСЕТПАТОМ, РКОЦЕЕВАТОМ, МТО565, АМО  тожко | 2:25: 49, 57, 69, 
2005 | МПСТ2? | АРОРТОФ6 Мо ТОМОК “ ХЕМОСВАЕТ5 ЗДЕИНАН 72, 153, 154, 96, 
РОПОУИМЕ АОМИМБТКАТОМ ОЕ А НБТОМЕ 114, 133, 143 


ОЕАСЕТУГАЗЕ МНВПОВ - А РИОТ 5ТНОУ 
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ОЕЕЕКЕМПАС ЗЕМАТИВЕ5 ОЕ  РКОТЕМ садо ет 
2005 ОВЕВЕММ | ЕХРВЕ55ОМ 1М МАВМОХЕТ ПМЕВ АМО пи ш ЛА Да 
А275 ТНУМИ5 ПМОЦСЕО ВУ ЗИМВИЕ-РОЗЕ ТОРО ПОСУ ЗДА ИА , 
ТКЕАТМЕМТ га 
пи Е Крета 
2004. Нмете МАМОСКУБТА!5: ТКЕАТМЕМТ ОЕ КАТ5 АМО ки и 1 ас 
МОМКЕУ5 МИТН ЕВКАТЕ5 АМО ОЕТЕСТОМ 1М и ц ц 
ТНЕ ПМЕК 
5ти0у  ОЕ  ТУВОБМЕ | НУОКОХМАЗЕ Засенае дарла 
2004 САКСА (ММОМОВЕАСТМЕ МЕЦКОМ5 |М МЕОМАТЕ | МЕЦКОТО 56 де 85, 72. 
в” КАТ5 ПЦАСТАТОМАЦУ ЕХРОХЕО ТО 2,4- | ХСООБ ТЕЛ ТИЯ 133 4 
ОИСН.ОКОРНЕМОХУАСЕПС АСОЮ х ааа 
2, 35, 50, 57, 84, 
5ТАТ5Т!С5 ОЕ ТНЕ СОМЕТ АА: А КЕУ ТО 69, 106, 104, 
Да ЕФ 8 О15СК/М!МАТЕ ВЕТМ/ЕЕМ СЕМОТОХК ЕЕЕЕСТ5 ТАЗ 118, 135, 133, 
МЕ515 
143 
ТНЕ ИХЕ ОЕ  МИСКОАМСОСВАРНУ 1М 5, 41, 49, 60, 62, 
2001 ка ОЕТЕСТПМС АВЕВВАМТ МАЗСШАТОКЕ ПМ орден 158, 118, 133, 
ФЕВКАЕ|5Н ЕМВКУО5 ЕХРОЗЕО ТО САОМИМ 140 
ТАШЕВ АЦТОМАТЕО ВОМОМТОВ МЕ 05/Мв КЕА | ЕСОТОХ | 5, 13, 66, 109, 
2001 Ново ТМЕ МОМЕМЕМТ АМАУ515 ОЕ ЕШСШЕМА | ЕММКОМ | 114, 122, 139, 
СВАСШ5 БАЕЕ 140, 142 
 ИИКФЕВ БНОВТ-ПМЕ МОИСПОМ ОЕ ОХЮАТМЕ | МАК 2, 5, 35, 60, 61, 
2000 Ко 5ТКЕ55 ПМ НЕРАТОСУТЕФ ОЕ ТНЕ ЕЦКОРЕАМ | ЕММКОМ | 73, 70, 50, 100, 
БГОПМОЕВ (РГАПСНТНУб Е1ЕХИ5) КЕ5 145 
АРРИСАТОМ ОЕ ГАЗЕВ 5САММ!МЕ СОМЕОСА 2, 8, 48, 49, 56, 
1999 Аси М!СКОЗСОРУ М ТНЕ АМАГУ515 ОЕ РАКТСЕ- ц Део 77,72, 153, 154, 
ПМРУСЕО РИЦМОМАВУ НВКО515 118, 121, 133 
РКОТЕСПМЕ  ЕЕЕЕСТ5 ОТ  РОСУРНЕМО5 2, 41, 50, 50, 56, 
1999 еи АСАМ5Т САОМИМ-МОИСЕО СГОМЕВШГАК и 74, 152, 153, 
МЕБАМС!А: СЕЦ. МУОСОМТКАСТИКЕ 114, 133, 143 
15ОТКЕПМОМ АШЕВ5 | МОКРНООСУ, ЗЕВРОВ А рия 
1999 | ОКК!5 А5284 | РОГАВПУ, АМО МОТШТУ ОЕ МЕЦВА: СВЕЗТ Зе ние 
СЕТ ЛреЛЕтИяЕ тожсо. 196, 114, 122, 
139, 140, 141 
ПМПАС МЕГОСПЕ5 МО ЗПИ ОЕ СбРОН АМО 
РСОН АМО ЕХРВЕХФОМ ОЕ РКОПЕЕКАТ!/МЕ 5, 13, 60, 61, 49, 
 КОНЕЕВ СЕП. МОСГЕАК АМПОЕМ (РСМА): ХЕМБТМЕ АОЦАТ 72, 73, 103, 114, 
1998 Д285 ПАСМО5ПС МАККЕК5 ОЕЕММКОММЕМТАЦУ тОИСОР 117, 159, 156, 
ПМОИСЕО НЕРАТОСЕЦ ЦГАВ САКС!МОСЕМЕ5!5 127, 133, 140, 
ПМА МАВ!МЕ ЕАТЕ5Н (РСАТСНТНУ5 ЕЩЕФИ5 141 
В) 
МСООМАС | ОКАММ  МПВАТЕ-МОИСЕО О РКОХИМА ЗСЕАЕ и 4 ери 
1997 | ОТАМОК ТОВШЕ  АПЕВАПОМ МО ВАВВП5: А РАТНО 150, 114, 112, 
СК2вв ОПАМТПАТМЕ АМАГИ515 133, 140 
5, 8, 2, 28, 68, 
МЕМВКАМЕ ТОХЕТУ ОЕ ОРО05 МЕАЗИКЕО 49, 50, 109, 99, 
па мо сн ВУ РКОТО?ОАМ МОТ ТУ Даден, 122, 133, 141, 
осу 
140 
АМ ММЕЗПСАТОМ ОЕ ТНЕ ОМА-ОАМАС!МС | ЕММКОМ | 9, 17, 53, 76, 50, 
1995 АМОЕВ5ОМ | АВИТУ ОЕ ВЕМ2ЕМЕ АМО 175 МЕТАВОЦТЕ5 1М | МО 50, 106, 104, 
0288 НОМАМ |УМРНОСУТЕ5, 05МЕ ТНЕ СОМЕТ | МИОТАСЕ | 118, 135, 133, 
АббАУ м 143 
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О7ОМЕ-МОЦСЕО АМО ЕМООТОХ!М-МВИСЕО 

МИСОИ5 СЕП. МЕТАРГАЗТА5 1М КАТ АКУУАУ 2, 5, 35, 49, 56, 
1993 па ЕРПНЕПОМ - МОМУЕГ АММА-МООЕБ ТО ри 77, 72, 96, 114, 

5ТУОУ ТОХСАМТ-МОЧСЕО ЕРТНЕПАС 133, 143 

ТКАМБЕОКМАТОНМ М АКУУАуб 

СОМВ!КЕО ГЕАО АСЕТАТЕ АМО О5ЩНКАМ 95.41.21 49 

ГОТНМАМ ТКЕАТМЕМТ-МООСЕО АСТЕКАТОМ5 ОЕ СПА 66 78 72 158. 

1991 780 АВКШГАВУ АСОС РКОТЕМ (СА) | ТОХКО 1541 18 , 133, 

|ММОМОКЕАСПМЕ АЗТКОСУТЕ5 1М ВКАМ | ОСУ 140. А , 

5МЕАК5 


Класификация 


Онтологията, която да послужи за последващите анализи на 
пълни текстове, е структурирана по такъв начин, че 
приложението на съдържащите се класификации към всяка една 
статия да подпомогне разбирането на типа научен проблем, 
вида експериментална моделна система и приложения 
аналитичен инструментариум (Фигура 25). 


Адресираните научни проблеми могат да бъдат описани с 
помощта на класификацията за типа „ВЕЩЕСТВО“, което е обект 
на тестване или за спектъра от вещества, които биха могли да 
бъдат тествани чрез съответната методология. Едно и също 
вещество може да бъде прилагано за различни цели в различен 
контекст (например тежки метали, органофосфати). За да бъде 
недвусмислено изяснено какъв вид е потенциалната вредност на 
изследваните веществата, е приложена и класификацията за 
токсикологична „ДИСЦИПЛИНА. По този начин бива пояснено от 
чия перспектива е разглеждан въпроса за потенциална 
токсичност. Записите от М/05 също съдържат информация за 
дисциплината, но „ръчно“ проверената класификация е за 
предпочитане, защото е по-детайлна и подчинена на целите на 
настоящия анализ. 
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Сеасляния 9 терв:вутура -70 
ЗО купува 71 


дисциплина 


човешка токсикология - 7:10 


вещество 


видтест - 49:51 


животински вид - 52:68 
клетъчна организация - 69:72 
тъкан произход - 73:82 


клетъчентип - 83:89 


стоп ова 
ТРЕТЕСТЕИ И моделна А ШЕСТ неврон- 


Екррнвнн фибробл. - 86 имунен - 87:89 
друг бозайник - 59 система 
риба- 60:62 | безгръбн.-63:65 
тил токсичност- 9005 
специф. протокол- 106:109 


Ме ВЪЕЛЕ вид маркер засегнат орган - 90:93 


кл. процес- 94:97 
продуктивност - 110:111 
видсигнал- 112:119 токс. механизъм - 98:105 


2+ измерения- 120:124 микропдра - 107 
неврити - 108 
електронна микроск. - 112 
масспектрална микроск. - 113 Няма информация - 126 


съетнинназиняросн. ИАЛ свободен - 127:132 | платен- 133:139 
луминесцентна микроск. - 118:119 
тип лиценз - 126:139 


измерен 


морфология - 158 параметър 
да- 140:142 не- 143:144 
разпределение - 159 


Фигура 25. Критерии за класификация на локално-цитираните 
статии, идентифициране след предварителен, бърз преглед. 


139 


хепатоцелуларен карцином - 83 


инструмент 


Критериите са обозначени в сини правоъгълници, основните 
класове - в зелени и съответните подкласове - в зелен. Сжълт 
цвят е обозначен единственият клас, обозначаващ липса на 
анализ на изображения. С цифри са зададени идентификатори 
за всеки клас и подклас. 


Биологичният въпрос диктува подбора на инструментариум за 
изследването му. Този > инструментариум, „включително 
анализите на изображения, трябва да функционира в синхрон, за 
да произведе адекватни научни отговори. Това води към 
взаимосвързана група от понятия и съответните 
класификационни системи за „МОДЕЛНА СИСТЕМА“, „ТИП 
МАРКЕР“, „ИНСТРУМЕНТ“ и вид „ИЗМЕРЕН ПАРАМЕТЪР“. 


Разгледани са някои основни характеристики на вида софтуер 
като това дали е със свободен достъп и в каква степен 
публикацията предоставя достатъчна информация за софтуера и 
протокола, но не са разгледани конкретни софтуерни продукти, 
които са обект на други раздели от труда. 


Тип вещество 


Групирането на водещите публикации спрямо вида изследвани 
вещества показва в кои сфери на бита имат най-голям принос 
токсикологичните анализи на изображения. Преобладаващи по 
този показател са публикациите, които не поставят ограничения 
относно типа изследвано вещество („разни“, Фигура 26). Тази 
неопределеност се дължи на факта, че в тези публикации са 
описани принципите на методики, приложими към всякакви 
субстанции. Такива са публикациите, описващи принципите за 
ефективно приложение на дигиталната патология?!?252? и 
публикациите, описващи подходите за класифициране на 
разнородни системни изменения чрез многопараметрични 
анализи221,226,227. Изображенията са подходящ източник на данни 
за такива анализи. Наблюдава се изместване на парадигмата от 
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токсикологични тестове, измерващи конкретен маркер за 
предефинирана хипотеза към такива, изследващи множество 
маркери с цел генериране и едновременно с това тестване на 
нови хипотези22:. Изображенията са вид данни, които не само че 
е вероятно да устоят на тази промяна, но и значението следва да 
нарастне, защото могат да включат неограничен брой 
измерения. Прави впечатление, че значимите публикации, 
фокусирани върху субстанции от типа „разни“ са все по-често 
срещани с течение на времето, като повече от половината от тях 
са от последните 5 години (Фигура 26 Б.). 


На второ място по значение са публикациите, изследващи 
екотоксиканти. Мнозинството описват ефектите на различни 
вещества върху водни организми238,256,272,279 Особено внимание 
е обърнато на тежки метали283236,290 и пестициди24”2””. Част от 
селектираните изследвания на екотоксиканти прилагат някои 
нетипични методи и модели, като теста за охарактеризиране на 
разпределението и движението на съвместно отглеждани 
популации от два вида водни членестоноги??8. С течение на 
времето, ролята изследванията върху екотоксиканти се запазва, 
макар че пикът е между 2001 и 2005 г., а след 2017 г. не се 
наблюдават подобни публикации с вътрешни цитирания (Фигура 
26 Б.). 


Следващи по значение по низходящ ред на фракциите са 
изследванията на генотоксиканти, таргетни органни токсиканти, 
карциногени, антипролиферативни и вещества повлияващи 
ендокринната система (Фигура 26 Б.). Изглежда при всички тези 
вещества се забеляза появата на публикации равномерно в 
течение на времето, като измежду тях са най-актуални тестовете 
за таргетни органни токсиканти. Сред въпросните публикации 
преобладават тези, описващи дигитална патология, А! 
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2) Ва 
«8 
подклас 
Б. 
6 легенда 
и антипролиферат. 
я генотоксиканти 
3 екотоксиканти 
И ендокринно дейтв. 
25 
а (Е засягащи ЦНС 
е карциногенни 
2 а наночастици 
прооксиданти 
таргетни органни токс. 
1990 2000 2010 2020 
година 


Фигура 26. Вид изследвани вещества, за които се съобщава в 
статиите с вътрешни цитирания по темата. Количествено 
разпределение за целия период (А.) и по години (Б.). 
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приложения и тези, изследващи невротоксични прояви228232. 


Анализите на изображения имат актуална роля и за вещества с 
ендокринни ефекти и карциногени. Изследваните през 
последните пет години ендокринни ефекти са свързани с 
репродуктивна токсичност?19 и ефекти върху пролиферация на 
клетките в млечните жлези?2!?. Последната публикация за 
карциногени описва разпределението на антрахинони от 
растителна дрога и техни метаболити в различни бъбречни 
структури, определено чрез масспектрометрично заснемане223. 


Следващи по големини на фракциите са наночастиците, 
прооксидантите и веществата, повлияващи централна нервна 
система (ЦНС). При изследванията на наночастици, първата 
вътрешно цитирана публикация е от 1999 г. Тя описва анализ на 


фибротични изменения в бял дроб на плъхове след инхалация на 
силно фиброгенни силикатни частици или нефиброгенни 
частици от ЕеОз чрез конфокална микроскопия2?. Всички 
останали публикации, съобщаващи за наночастици, са групирани 
в периода около 2012 г., като отново разглеждат предимно ин 
виво инхалаторна експозиция?23260 на нанотръби или ин витро 
разпределението на метални частици и поемането им от 
клетките229266. Прооксидантите са разглеждани от гледната точка 
на генотоксично действие, измерено чрез кометния тест!:2”8, 
чернодробно увреждане в риби28: или ин виво моделиране на 
белодробно увреждане2З. При ЦНС повлияващите вещества 
преобладават публикации, акцентиращи на 
масспектрометричния анализ на разпределението на забранени 
и контролирани субстанции в косми24269. 


Дисциплини и цели 


Класификацията по токсикологични дисциплини е логически 
свързана с гореописаната класификация за вида изследвано 
вещество и е очаквано двете класификации да разкриват сходни 
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тенденции. В сравнение с предходно описаната, класификацията 
по дисциплини позволява разширен поглед върху конкретните 
цели, поставени при изследване на съответните вещества. 


Разпределението показва, че сред публикациите преобладават 
тези, целящи да предвидят ефектите на токсикантите върху 
човешкия организъм („хуманна“, Фигура 27). Наблюдаваната 
тенденция е значението на тези публикации да се увеличава. 
Повече от половината от тях са от последното десетилетие. За да 
определим в кои сфери на бита са преобладаващите 
изследвания, свързани с тази група, тя е разбита на подкласове и 
разгледана в повече детайли в следващата точка. 


На второ място по значение е общата или фундаментална 
токсикология (Фигура 27). Тя изучава механизми на увреждане, 
които са общи за различни биологични видове. Веществата, 
описани във въпросните публикации имат конкретен източник, 
вид, приложение и са тествани върху определен модел. Въпреки 
това, направените изводи показват по-общи принципи и 
механизми, приложими за общи биохимични принципи. 
Публикацията на 5пмазтама ет а!. (2020)228, например, разглежда 
ефектите на каинат върху различни типове неврони в ЦНС. 
Каинатни глутаматергични рецептори се откриват в организми с 
различно ниво на организация: гръбначни??, насекоми?З3, 
бодлокожи294. 


Друг пример е идентифицирането на вещества, предизвикващи 
хепатоцелуларна хипертрофия или пролиферация?21244252. Тя би 
могла да е проблем както за потенциални лекарства и лекарство- 
доставящи системи, така и по отношение на вещества в храни, 
потребителски продукти, животни в естествената им среда28: и 


други. 
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Фигура 27. Токсикологично направление на статиите с 
вътрешни цитирания по темата. Количествено 
разпределение за целия период (А.) и по години (Б.). 
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На трето място по, значение е групата публикации в сферата на 
екотоксикологията (Фигура 27). Тенденциите съвпадат с тези при 
публикациите, изследващи екотоксиканти (Фигура 26). 


Анализите на изображения имат известен принос и към теми 
като > зависимости, „психоактивни > вещества, „аналитична 
токсикология и регулаторна токсикология. Публикацията в 
сферата на зависимостите съвпада със споменатата в 
предходната точка, описваща масспектрометричния анализ в 
косми25, Статиите, засягащи регулаторни теми са от последното 
десетилетие и имат отношение към усилията за регламентиране 
на приложенията на дигиталната патология242210213. 


Сфери на човешкия бит 


Публикациите, принадлежаща към класа “| „хуманна“ 
токсикология (Фигура 27) могат да бъдат разделени на 
подкласове, за да бъде разгледана в по-голяма конкретика 
приложимостта към конкретната сфера в човешкия бит (Фигура 
28). 


Най-големият подклас включва > публикации, “засягащи 
неклиничните токсикологични тестове. Повечето от половината 
от тези публикации са от последното десетилетие, като през 
същия период, почти всички значими публикации са с 
неклинична насоченост. Те описват охарактеризирането на 
ефектите на различни вещества чрез приложение на ин витро и 
ин виво модели. Сред тях преобладават такива, определящи 
невротоксични “ ефекти242,29927327 | хепатотоксичностг?4225, 
генотоксичност?19)251 и кардиотоксичностг26. 


Причината методите за анализ на изображения да имат най- 
голям отзвук в сферата на  неклиничните анализи на 
изображения би могла да се търси в дефицитът на достатъчна 
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Фигура 28. Практическа сфера на адресиращите човешкото 
здраве публикации по темата. Количествено разпределение за 
целия период (А.) и по години (Б.). 
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прогнозна стойност на неклиничните тестове по отношение на 
някои токсични прояви. В резултат на ниската прогнозна 
стойност има случаи на изтеглени от пазара вещества заради 
тежки нежелани реакции??. Ограниченията на грутинно 
прилаганите “ методи “изискват да се “ оптимизират 
съществуващите и да се въведат нови подходи, генериращи 
богати на информация резултати, които чрез подходящ анализ 
да позволят идентифицирането по-широк спектър от маргинални 
отклонения. Потенциален проблем при това е свързан с 
увеличаване на грешките от тип |, или откриване на токсично 
увреждане там, където то липсва (фалшиво положителен 
резултат), което би могло да доведе до преустановяване на 
разработката на лекарства с голяма полза поради малки рискове. 
За да се избегне такъв резултат, е необходимо обстойно 
валидиране на методите за анализ на данните, извлечени от 
изображенията. 


На второ място по значение са публикациите, при които 
анализите на изображения служат на целта охарактеризиране 
токсичните рискове по време на трудовия процес. Въпросните 
публикации засягат изследвания на ефектите на експозиция с 
тежки метали?296290 фини прахови частици223260 органични 
разтворители 88, пестициди?” и други?24?. 


Следващи по ранг, с малка разлика с предходния клас, са 
публикациите в сферата на анализите за безопасност на храните. 
Пример за подобни публикации са тези, които изследват 
ефектите върху човешкото здраве на храни, замърсени с 
арсениеви съединения?-023 и домоева киселина2??. 


В последния клас на токсичност „на потребителски продукти“ 
присъства само една публикация, описваща анализа на 
разпределението в серия от клетъчни линии на сребърни 
наночастици в състава на продукти, при които е необходимо 
постигане на антибактериално действие2””. 
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1 ННА. 2) 0 ФГ ОС ОВвИ. 0: 


Видът моделна система, в която се изследват токсичните ефекти, 
до голяма степен определя как следва да бъдат структурирани 
изображенията. Те трябва да отразяват процесите от интерес, 
настъпващи в разглежданите биологични единици и да 
позволяват адекватно тълкувание на наблюдаваните изменения. 
В тази връзка, изборът на тип изображения в голяма степен 
диктува и избора на подходящ протокол за анализ. 


Представени са две свързани класификационни системи за 
охарактеризиране на експерименталните модели. Според това 
дали въздействието настъпва в рамките на живия организъм или 
в изолирани части от него, проучванията биват респективно ин 
виво или ин витро. В една от публикациите се описва и 
въздействие на надорганизмово ниво, поради което е добавен и 
клас > „екосистема“ (Фигура 29 А). Другата > свързана 
класификационна система разглежда клетъчната организация на 
обектите в микрографиите (фигура 29 Б.). 


Изразено преобладават публикациите, класифицирани като 
описващи ин виво проучвания (Фигура 29 А.). При хистологичните 
срезове освен особеностите на отделните клетки, е налице 
специфично взаимно разположение на клетките в тъканта, 
продиктувано от функционалната и структура. Макар че е 
възможно тъканни срезове да бъдат третирани с тест вещества 
ин витро, това не е честа практика при провеждане на 
експерименти. Причината вероятно е, че този вид експерименти 
имат недостатъците на ин виво проучванията, при които биват 
жертвани животни, без да се проявят предимствата, свързани с 
наблюдение на ефекти в контекста на целия организъм. По тази 
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Фигура 29. Разпределение по години на публикациите по 
темата, прилагащи определени видове моделни системи (А.) и 
по отношение на степен на организация на анализите за 
клетъчни изменения (Б.). 
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причина, обикновено анализ на хистологични срезове се 
провежда ин виво. Това е видно от сходството между 
разпределенията на ин виво и хистологични срезове в 
представените цветни хистограми (Фигура 29 А и Б). 
Мнозинството от тези публикации са публикувани през 
последното десетилетие. Токсични изменения могат да бъдат 
открити освен на ниво взаимно разположение и структурна 
организация299, както е в хистологичните слайдове, така и на 
ниво отделна клетка. Например, тестът за идентифициране на 
пролифериращи клетки с маркера бромодеоксиуридин239, който 
е приложимо както ин виво, така и ин витро. 


Фракцията от публикации, прилагащи ин витро модели макар и 
по-малка, не е пренебрежима (Фигура 29 А.). Наблюдава се 
запазен постоянен интерес през годините. Сред ин витро 
тестовете се описват предимно такива с клетъчни линии? 7219233 
и по-рядко първични клетъчни култури281284 а напоследък, 
макар и рядко, ЗО клетъчни култури229. 


Предимствата на конвенционалните ин витро клетъчни култури 
са, че са динамични системи, в които сравнително свободно 
могат да бъдат направлявани и оценявани клетъчните процеси. 
Например, при наблюдение на мигриращи клетки в 20 култура, 
може удобно да бъде измерено движението им, което лесно се 
постига с помощта на надраскване на монослой?”?. При 
диференциация на невробластомни клетки, може да бъде 
наблюдаван “процеса на формиране на “израстъци, 
наподобяващи “неврони или  дендрити > („неврити“)!”. 
Отклоненията в тях биват тълкувани в контекста на невронална 
токсичност20? или ембрио- и фетотоксичност“:8. 


При 30 клетъчни култури като сфероиди!4, е налице 
предимството, че клетките взаимодействат помежду си и се 
формира известна структурна и функционална специализация, 
която донякъде наподобява ситуацията с хистологичните 
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срезове. За разлика от срезовете, тази структура към момента 
трудно може да се доближи до комплексността на ин виво 
ситуацията, но пък прибавя нуждата от приложение на 
специални > подходи за визуализация на  триизмерно- 
разположените клетки, като обикновено е необходимо 
флуоресцентно маркиране и конфокална микроскопия238. 


Таргетна органна токсичност 


Разпределението по органов произход на моделната система е 
функция на съвкупността от токсикологични и технологични 
съображения. Т.е., при неклиничните тестове се дава приоритет 
на изследванията на някои органи (например черен дроб) в 
сравнение с други (например панкреас). Възможно е и 
измененията в хистологични срезове с определен произход да са 
по-податливи на автоматизиран анализ на изображения в 
сравнение с тези от друг органов произход. 


По отношение на идентифициране на вещества, увреждащи 
специфично определени органи, анализите на изображения най- 
често служат за охарактеризиране на черен дроб (Фигура 30). 
Тенденцията е с времето това да се запазва или увеличава. На 
второ място по честота на споменаване в селекцията са 
изследванията за ефекти върху бъбреците, чиито дял е 
постоянен във времето и подобни значението им остава 
актуално. През последните години се забелява струпване на 
значими > публикации, съобщаващи за проучвания на 
кардиотоксичност и токсичност по отношение на костномозъчни 
клетки. 


При токсикологичните изследвания, освен чрез хистологични 
срезове, определени физиологични процеси, могат да бъдат 
измерени и ин витро, за да бъде идентифицирано наличието на 
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Фигура 30. Органов произход на моделните системи, 
прилагани в  публикаци по > темата. >“ Количествено 


разпределение за целия период (А.) и по години (Б.). 
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отклонения от нормите, което е предпоставка за увреждане. 
Например, клетъчна пролиферация или ензимна индукция могат 
да бъдат определени ин витро в хепатоцити. 


За определянето на таргетна органна токсичност, често се 
анализират хистологични срезове, измерват се нивата на 
маркери, увеличаващи се специфично при увреждане на 
конкретен орган, или пък се изследват ефектите върху ин витро 
култури, запазващи в известна степен характеристиките на 
съответните специализирани клетки, например хепатоцити, 
неврони, ендотелни клетки и др. 


Вид биомаркер 


Изборът на биомаркер зависи от патологичния процес, който 
следва да бъде идентифициран или измерен. Тъй като видовете 
биомаркери са изключително разнородни, за целите на 
настоящия анализ, те са обобщени или спрямо биологичното 
ниво на което са наблюдавани токсични изменения (органово, 
клетъчно, биохимично) или спрямо това към кой вид 
специфични тестове, изцяло зависещи от визуална информация, 
спадат. 


Ниво на наблюдение на токсични прояви 


Нивото на > биологична “организация, “представена в 
изображението, е показателно за това доколко съответното 
приложение разчита на информация за механизмите на 
подлежащия процес или има по-скоро описателен характер. 


Идентифицирането на прояви на токсичност като увреждане на 
ДНК, наличието на клетъчна смърт или тъканна дегенерация в 
определена фракция от клетките и в контекста на контролна 
група, е ясна индикация за наличие на токсичност. Подобен тип 
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тестове за различни механизми на токсичност са с най-голямо 
значение и анализът на изображения е широко застъпен при тях 
(Фигура 31). 


Сред биомаркерите оценявани чрез анализи на изображения, 
основната част са на ниво биохимичен процес. Разделянето на 
измерваните маркери на физиологични и патологични е условно 
и по-скоро става въпрос за континуум. От Фигура 31 е видно, че 
има тенденция изследвания, фокусирани върху биохимични 
изменения чрез анализ на изображения да имат повече 
вътрешни цитирания през последните години. Въпреки това, 
предимно в периода 2005 г. - 2010 г. мнозинството от 
публикациите от селекцията разглеждат процеси на клетъчно 
ниво. Това съвпада с периода след популяризирането на Е 1 
преди да придобият популярност -пей. Само > няколко 
публикации, които разглеждат увреждане на ниво органи 
попадат в селекцията. 


Специфични тестове 


Както показват част от гореописаните анализи, в периода, 
откакто разглежданите методи се прилагат в експерименталната 
токсикология, някои специфични тестове, изцяло обвързани с 
визуални наблюдения са придобили популярност и са се 
утвърдили. Без компютърните анализи, те биха били 
изключително бавни, трудоемки, непрецизни и изискващи 
огромен човешки ресурс. 


Сред специфичните тестове, разчитащи на визуална оценка, най- 
голямо значение имат тестовете за генотоксичност - кометният 
тест ив по-малка степен, тестът за микроядра. 


Кометният тест набира популярност през 1990-те години и още 
тогава проличава важната роля на анализите на изображения, 
като са разработени комерсиални софтуерни пакети, улесняващи 
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анализа на кометите. От Фигура 31 е видно, че сред анализите на 
изображения с най-голямо > значение за > областа на 
експерименталната токсикология, тези, прилагани за кометният 
тест, имат централно значение, което е видно и от 
нормализираните цитирания в цветната хистограма. Въпреки 
това изглежда, че след 2012 липсват локално значими 
публикации, свързани с този метод. Това вероятно се дължи на 
голямата интерлабораторна вариация, на трудността да бъде 
валидиран протоколът с помощта на въвеждането на подходи с 
по-голяма чувствителност. Може да се каже, че анализите на 
информация за промяна на позицията на обектите в 
пространството разглеждат поведението на анализираните 
обекти. Те обхващат не само микрографии, но и анализи на 
макроскопско ниво. Тяхното значение запазва позициите си от 
1990-те години досега. На практика е трудно приложимо да бъде 
извлечена достатъчно обективна информация само чрез 
наблюдения и без автоматизирани анализи. 


Друг вид специфични анализи с централна роля, са анализите на 
неврити, охарактеризиращи динамиката с която се изгражда 
мрежа от израстъци, водещи началото си от телата на клетки, 
диференцирани до невронален фенотип. Публикациите с най- 
голямо локално значение по темата са от периода 2002 - 2013 г. 


Инструментариум 


Гореописаните фактори: направление и цел на изследването, 
вид биомаркер, ниво на биологична организация на 
проявленията и вид протокол задават изисквания към 
съдържанието на подлежащите на анализ изображения. 
Съобразяването на всички тях е предпоставка за ефективен 
избор на вид техника за заснемане за нуждите на 
експерименталната токсикология. 
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Фигура 31. Разпределение по години на публикациите по 
темата според биологичното ниво на изследване на 
тоскичните прояви(А.), и според приложението на специфични 
токсикологични методи, неразривно свърззани с анализи на 
изображения (Б.). 
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Вид отчетен сигнал при формиране на изображение 


Функционалността на един или друг алгоритъм зависи от типа 
биоизображение, към който е приложен. Особеностите на 
изображенията на ярко поле са различни от тези на 
флуоресцентните и електронно микроскопските, а всички 
споменати дотук значително се отличават от 
масспектрометричните изображения. Въпреки, че дълбокото 
обучение в голяма степен уеднаквява процесите, свързани с 
трениране на модели и анализ, точността на прогнозите е 
зависима от типа > изображение. Разпределението > на 
публикациите по вид отчетен сигнал показва достъпността на 
различните микрографски технологии и приложимостта на 
анализи на изображения към тях. 


Към момента анализите на изображения в експерименталната 
токсикология имат най-голямо приложение върху микрографии, 
генерирани чрез обикновена, светлинна микроскопия (Фигура 
32). Това е обяснимо поради най-голямата достъпност и 
приложение на различни видове микроскопи, работещи с 
видимата светлина. Този вид микроскопия позволява събиране 
на изключително богата спектрална информация и в същото 
време, е богата на артефакти и трудна за измерване на 
интензитет на оцветяване. Възможно е голяма част от 
недостатъците на изображения от светлинна микроскопия да 
могат да бъдат компенсирани с помощта на добре тренирани 
модели, базирани на дълбоко обучение. Анализите на 
хистологични срезове са инвазивна техника, при която срезът е 
фиксиран, оцветен и рядко остава жизнеспособен. 


Флуоресцентните микроскопи, макар и сравнително по-малко 
достъпни, са втори по значение (Фигура 32), тъй като при 
изображенията, генерирани с тяхна помощ са удобно и много 
подходящи за анализ. При тях артефактите типично са сведени 
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Фигура 32. Разпределение по години на публикациите по 
темата според вида отчетен сигнал от техниката за 
заснемане на изображения (А.), според приложението на 
многомерни изображения (Б.) и според това дали повишената 
производителност е  постиганата чрез роботизирана 
апаратура или софтуерни приложения на А! (В.). 
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до минимум, понеже излъчената светлина е сведена до 
маркираните със “ съответното > флуоресцентно > багрило 
компоненти на клетката светлина. По този начин, обектите могат 
да бъдат по-лесно сегментирани, тъй като между тях липсва 
фоново осветление и по същата причина, може да бъде точно 
измерен интензитета им, който е пропорционален на 
количеството флуоресцентен маркер и биологичния компонент, 
който е оцветен с него. Поради тези причини, кометният тест е 
успешен метод за определяне на генотоксичност чрез 
оцевтяване на ДНК в клетката с флуоресцентно багрило и анализ 
на това колко компактно е локализирано излъчването при гел 
електрофореза, което зависи от степента на фрагментация. 


Многомерни изображения 


Както вида сигнал, така и наличието на многомерна структура са 
определящи за подбора на алгоритми за анализ. Заснемането на 
подобни комплексни изображения е свързано и с някои 
допълнителни хардуерни > изисквания към > заснемащото 
устройство. Разпределението на публикациите спрямо тази 
класификация отразява наличието на > предпоставки за 
приложение на въпросните многомерни изображения в 
токсикологията. 


Анализът на изображения за токсикологични цели, макар и 
рядко намира приложения и върху изображения, генерирани 
чрез по-малко достъпни техники като електронна микроскопия и 
масспектрометични изображения (Фигура 32). 


Размерите на многомерните изображения, генерирани в 
рамките на един експеримент лесно може да надхвърлят 
терабайт и това обстоятелство, което би могло да наложи 
инфраструктурна адаптация както на софтуерно, така и на 
хардуерно ниво. 
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На второ място по значение за експерименталната токсикология 
са анализите на видео, или неговата разновидност - времеви 
серии (Пте-арзе). Този вид изображения позволяват да се 
анализират промени във взаимното разположение на обектите и 
скоростта, с която се случват. С помощта на машинно обучение, 
сложни и трудни за описание от оператор комбинации от 
поведенчески прояви в опитните животни могат да бъдат 
идентифицирани, измерени > количествено и съответно, 
класифицирани като патологични, или неЗ00. 


Високопроизводителни подходи 


Всички типове изображения, от двумерните монохромни, до 
многомерните, са носители на сложни данни, изградени от 
количествени, пространствени и евентуално времеви и 
допълнителни физикохимични променливи. За получаването на 
възпроизводими резултати за приемливо време, следва 
заснемането и анализите да бъдат прилагани в контекста на 
подходи за повишаване на производителността. Те могат да се 
състоят само от софтуерен компонент или от софтуерен и 
хардуерен компоненти (роботизирани системи). 
Разпределението на публикациите спрямо това дали прилагат 
софтуер с известно ниво на автономност (А!) или роботизация е 
показателно за съвременното състояние на съответните подходи 
в контекста на разглежданата тема. 


Двата подхода, НТ5 и А! не са взаимоизключващи се, а напротив, 
развитието на системите за НТ5 зависи от приложенията на А!. По 
отношение на подходите за повишаване на продуктивността при 
анализите на изображения в токсикологията, тенденциите са на 
А! подходите да се придава по-голямо значение, тъй като са все 
по-достъпни и разпространени за разлика от роботизираните 
системи за заснемане и анализ на изображения (Фигура 32 В.). 
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Висока производителност може да се постигне благодарение на 
приложението на автоматизирани процеси, изпълняващи 
алгоритми от повторяеми опеации върху големи серии от 
изображения, но също така и на апаратура, която може да 
автоматизира операции като накапване в многоямкови плаки и 
заснемане на определени интервали от време на предварително 
определени координати и спрямо предварително заложени 
правила. Въпросните роботизирани системи са пример за т.нар. 
подходи, прилагани за високопроизводителен скрининг на 
биологичните ефекти на големи библиотеки от съединения (Мей - 
тгоцейри+ зсгеепте, НТ). 


Измерени характеристики 


По-горе бяха разгледани тенденциите по отношение на целите, 
избраните показатели за анализ и техническите изисквания за 
осъществяване на експериментални токсикологични проучвания 
с анализ на изображения. В контекста на тези предпоставки, 
разпределението на селектираните публикации по вид измерван 
показател, е показателно за тенденциите определени параметри 
да имат повече или по-малко значим принос. 


Преглед на локално цитираните публикации (Таблица 5) показва, 
че най-често прилаганите протоколи за анализ на изображения в 
експерименталната “| токсикология имат 9 за цел “да 
охарактеризират броя, размера, морфологията, 
разпределението в пространството, интензитета, 30 
характеристиките или на базата на един или повече от тези 
показатели, да класифицират обектите или целите изображения 
(Фигура 33). 


Най-често се прибягва до измерване на размера на обектите. 


Този вид анализ са сравнително лесни, стига преди това успешно 
да бъдат сегментирани и разграничени самите обекти. Това е 
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сравнително лесно постижимо при флуоресцентни 
микрографии, заради яркия контраст с тъмния фон, но с 
подобреното представяне и достъпност на дълбокото обучение, 
задачата става все по-лесно приложима и по отношение на 
микрографии във видимата област. 


С изключение на 30 характеристиките, които са по-малко 
застъпени, вероятно заради по-малката достъпност на 
апаратурата за получаване на ЗО изображения, всички останали 
споменати параметри имат сходно значение за изследвания 
период. 


През последното десетилетие се увеличава сравнителното 
значение на измерванията на броя обекти, както и на 
многопараметричните анализи и класификация (Фигура 33 В.). 


Достъпност на софтуера 


Въздействието на разгледаните методи върху 
експерименталната токсикология зависи от разпространението и 
достъпността им. Това включва достъпността на апаратурата, 
софтуера и протоколите, както и наличието на активна общност, 
предлагаща помощ и решения на възникващите казуси. Както е 
посочено по-горе в труда, подобни общности съществуват и 
бързо се > разрастват. Представеното разпределение на 
селектираните публикации по отношение на достъпност на 
софтуер и наличие на аналитичен протокол показва в каква 
степен научният прогрес по темата може да бъде приложен и 
методологично внедрен в типична неклинична токсикологична 
лаборатория без специално предназначен за целта ресурс и без 
специално обучени кадри. 


Ключова предпоставка за приложението на анализи на 
изображения е възможността веднъж разработен протокол, 
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Фигура 34. Разпределение по години на публикациите по 
темата, прилагащи платен или свободнодостъпен софтуер 
(А.) и според това дали е предоставена информация за 
протокола на приложения анализ на изображения (Б.). 
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след това да бъде адаптиран, използван и усъвършенстван от 
други. Този процес бива силно стимулиран, ако протоколите за 
анализ на  избражения, прилагани към съответните 
токсикологични публикации биват публикувани с поне в 
известна степен представени детайли. 


Проблемът с възможността данни и протоколи да бъдат 
повторно използвани, така че да не се дублират изилишно и по- 
ефективно да се разпределят усилията в съответната научна 
област, е добре исвестен и се полагат усилия да в посока на 
разрешаването му. Инициативата ЕАК (АпдаБ!у, ассезз БИку, 
мтегорегаБИЕу, апд гецзаБ Ку) е поставена през 2016 г. в 
публикация на Магк МИКпзоп е! а301 Идеята е да бъде 
разработена и приложена на практика концепция за изграждане 
на инфраструктури, които да направят възможна и да улеснят 
повторната употреба на генерирана чрез научни методи 
информация в световен мащаб. Този принцип е приет и от 
изследователите в областта на анализа на 


биоизображения?02303 и е прието мнението, че следва да бива 
прилаган по отношение на дигиталната патология, когато това е 
удачно2:0304 Мнозинството от статиите, описващи приложения 
на анализи на изображения в токсикологията, които са цитирани 
в общността споменават информация за стъпките за 
осъществяване на съответните анализи на изображения, като 
след 2005 г. повечето публикации в областта споменават поне в 
общи линии какви алгоритми са прилагани, което е предпоставка 
да бъдат възпроизведени в друго звено. Някои маркери на 
токсичност за неизменно свързани със специфични визуални 
наблюдения. Анализът на изображения има важна роля в 
подобни тестове поради сходната си функция и предимствата си 
в сравнение с човешката зрителна система. 


Повишената достъпност на методите за анализи на изображения 
през последното десетилетие демократизира възможностите за 
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работа със специфични изображения, които поради добавяне на 
измерение “като > време, триизмерно пространство и 
комбиниране на поредици от изображения в макрорамка. 


През последните 5-6 години се наблюдава как водещото 
приложение на методите за анализ на изображения в 
токсикологията е насочено към работата с дигитализирани 
микроскопски слайдове (Фигура 30). Те представляват съставни 
изображения, насложени като мозайка, така че да отразяват 
повърхността на целия хистологичен срез. 
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ОСНОВНИ ПОДХОДИ ПРИ АНАЛИЗ НА 


БИОИЗОБРАЖЕНИЯ 


Подбор на софтуер за анализ на изображения 


В този раздел са представени основни софтуерни продукти с 
приложение в анализите на биоизображения и техните 
особености. 


Много софтуерни инструменти за анализ на изображения с 
течение на времето биват заменяни с по-добри аналози. Поради 
трудностите, свързани с поддръжката на софтуер, съвместим с 
цялата необходима софтуерна „екосистема“ която е актуална, 
постепенно отпадат от употреба продукти, които са разработени 
за конкретните цели на ограничена група изследователи, или пък 
са свързани с функционирането на конкретна апаратура. 


По тази причина, е поставен акцент върху софтуерни 
приложения, поддържани от големи общности, които се стремят 
да увеличават съвместимоста с различни формати и 
възможността за интегриране между различни инструменти. 
Това увеличава шансовете им да просъществуват поне за 
няколко години, като повечето от тях са безплатни, със свободен 
достъп. 
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Платен софтуер и софтуер с отворен достъп 


Традиционно, с пускането на пазара на инструменти способни да 
генерират качествени биоизображения, те се предлагат в пакет 
със софтуер, предназначен за конкретното приложение. С все по- 
масовата “употреба на “тези “технологии, | възниква 
необходимостта от унифициране на стандартите в съответната 
научна общност, което пък стимулира усилия в посока 
разработката на безплатен софтуер със свободен достъп?о2. 
Общността на изследователите, които с общи усилия надграждат 
функционалността на безплатните приложения, е огромна и 
тенденцията е техният дял да нараства спрямо приложенията с 
платен достъп. Това е видно от огромните усилия, вложени от 
организации като СОВА и МЕПВ!А5, в изграждане на обучителни 
програми за най-актуалните методи, почти изцяло върху 
софтуерни приложения с отворен достъп. 


Според нкционалната структура 


Мига и Задофе 17 класифицират софтуерните приложения за 


анализ на биоизображения според комплексността им като 
колекции, работни потоци (ууогКНоууз) и компоненти (Фигура 35). 
Компонентите, представляват алгоритми, специализирани в 
осъществяването на конкретен алгоритъм, представляващ 
стъпка от анализа. Повечето от популярните софтуерни 
приложения, представени в списъка по-долу (като Е, аре), 
СУ), представляват колекции от компоненти. Работните потоци 
представляват протоколи, комбиниращи последователности от 
компоненти, необходими за осъществяване на практическа 
задача. Някои от пакетите, които могат да бъдат допълнително 
инсталирани към определена платформа или колекция, за да 
обогатят инструментариума й, сами по себе си също могат да 
представляват немалки колекции (напр. ТгаскМате 308 и 
ОесопудиНоп!аЬ2 30). Те могат да представляват и работни 
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потоци, в които след добавяне на тест изображения, подлежащи 
на анализ и задаване на съответните параметри, автоматично 
изготвят резултата (ОрепСоте!398). Има и пакети за популярните 
софтуерни колекции |таге) и разширената му разновидност Е, 
които са съставени само от един компонент, например пакета за 
линеен филтър КимиайагаЗ0. Други софтуерни продукти също 
представляват колекции, които ръководят оператора през 
последователна поредица от стъпки и решения, в резултат на 
което накрая се формират работни потоци за сходни типове 
протоколи. Това е свързано със специализиране на софтуера в 
посока определен тип анализи и намаляване на приложимостта 
му за други. На подобен принцип са построени СеРго !ег?!0 31 и 
прилежащият към него анализатор на извлечените от снимките 
числови показатели - Се!Рго Мег Апауз! 312. Работните потоци 
могат да бъдат споделяни като изолирани от софтуерните им 
зависимости „контейнери“ чрез приложения като ОосКег??3, 
което прави изпълнението им в различни системи възможно и 
улеснява споделянето”4 като намалява проблемите със 
съвместимостта с течение на времето. Работни потоци нерядко 
биват споделяни като репозитории в СИНИ (еййир.сот) и 
б5оцгсеЕогее (зоигсеТогре.пе!). 


Повечето софтуерни платформи, които са със свободен достъп и 
се поддържат от големи общности (напр. иларе), СеПРго !ег, К, 
РугНоп, |СМ, ОМЕКО, |су и др.) позволяват разработването и 
добавянето на модули за разширяване на функционалността с 
отделни компоненти или колекции от компоненти, които по 
желание на съответната общност могат да се наричат 
„библиотека“, „пакет“, „разширение“, „адд-оп“, „адд-1п“, 
„Рие“, „гласго“ и др. Модулният принцип е основополагащ в 
концепцията за някои видове софтуер, което е особено изразено 
при софтуера с отворен достъп |су2!2. |су е написан на )ауа и 
представлява платформа, която отлично се комбинира с други 
софтуерни продукти и концепцията му е да бъде улеснена и 
стимулирана колаборацията при разработка на нови съвместими 
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колекции. Интегрира се лесно с програмните езици )амазбспр! и 
РуШоп, които са и основните, прилагани за дълбоко обучение, 
благодарение на библиотеки като |павйЬ2, МП, ОрепСМ и 
Тепзог!ом Мапарег. 


Често, научният въпрос, на който анализът цели да отговори, е 
твърде специфичен за конкретния дизайн на експеримента, 
конкретния тип > изображения, получени с > конкретното 
оборудване в определена лаборатория. В тези нередки случаи, 


КОЛЕКЦИЯ РАБОТЕН ПОТОК биоизображения 1 
+ метаданни 


задаване на оптимизирани 
параметри за 
аналитичните компоненти 


Фигура 35. Видове софтуер според комплексността. Връзка 
между компонент (К), колекция и работен поток (иогкЛоуу). 
Колекцията е софтуерна платформа (например  Е!!), 
съдържаща набор от отделни алгоритми (напр. дилатация), 
наречени “компоненти  (К), “| Работните “потоци “са 
последователности от подбрани за нуждите на конкретния 
експеримент компоненти, които анализират суровите 
изображения като преобразуват информацията в тях и 
извличат смисъл, който ни интересува (например процент на 
клетки с определена морфология, третирани с тест 
вещество и сравнение с контрол). Адаптация по Мига апа 
У/адое (2019) 1. 
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работният поток се налага да се преработи по специфичен начин 
на базата на опита и познаването на компонентите от съответния 
изследовател. 


Според дизайна на експеримента и взаимовръзката между 
обектите от интерес в анализираните изображения, може да 
бъде предпочетен един формат за записване на изображения, 
спрямо друг заради разлики във вида данни и метаданни, които 
поддържа. Например, ако е нужно сравняване на елементи, 
получени чрез различни канали или видове изображения на 
едно и също поле, на времева последователност или региони на 
интерес (КО!). Метаданните могат да бъдат от значение за 
работния поток, както и за проверка за съответствие на 
параметрите на анализите със съответните компоненти 
(например, вид приложен филтър, големина на ядрото му и др.). 
Това би ограничило риска от грешки при подаването на 
множество разнотипни изображения към работния поток. 


Според начина на подаване на команди (интерфейс 


Налични са различни софтуерни платформи, които позволяват да 
се комуникира със софтуера по един или друг начин, или пък 
чрез комбинация от подходи. Традиционно, най-често се прави 
разграничение между управление чрез графичен интерфейс 
(СЩ) и команден интерфейс (СП), макар и да съществуват 
междинни положения като текстовия потребителски интерфейс 
(гех-Базед/легтита! изег ие Гасе, Т|!). 


Графичен интерфейс (Стар са! зег птеграсе, С)! 


При този вид управление, командите се подават чрез типичните 
интерактивни визуални елементи като менюта, икони, бутони и 
полета за въвеждане на текст, чието състояние се променя с 
помощта на мишка, клавиатура или докосване върху сензорен 
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дисплей. Повечето софтуерни инструменти за биоизображения, 
като ЕЛ (млаге)), СеПРго ег, |СУ, Пазик прилагат СШ!. Този тип 
управление е удобен, лесен и в реално време се виждат 
промените, настъпили в снимките в следствие на определено 
действие. При необходимост от осъществяване на голям брой 
повторяеми операции обаче, СШ има силно ограничен 
капацитет. Пример за проста за осъществяване такава операция 
е измерването на периметъра на отделни клетки. В зависимост 
от бързината на оператора, това може да отнеме минути, дори 
часове, ако става въпрос за десетки или стотици клетки в отделни 
снимки. 


Текстов команден интерфейс (соттапа пе пеграсе, С!) 


При този вид софтуер, повторяеми операции от горепосочения 
тип, а и много по-сложни, могат да бъдат осъществени за 
секунди, след като правилото бъде въведено в т.нар. терминал 
като последователност от текстови команди или като текстови 
файл. Командният език, който се използва, може да е подобен 
на използвания в Опх-базираните операционни системи (Ппих, 
Мас 05) или пък на някой популярен програмен език (К, РуШоп, 
4амабспр!). Друго предимство на СП, освен мащабируемостта е, 
че често прилагани последователности от команди могат да 
бъдат записани като текстови файл, почти без ограничения на 
сложността им. Когато се наложи, готовият файл може да бъде 
изпълняван повторно при директното му зареждане или след 
адаптиране и малки корекции. Основният недостатък на СП е, че 
времето за формулиране на командите зависи в голяма степен 
от опита и уменията за програмиране на оператора. Типични 
примери за софтуерни колекции, почти изцяло базирани на СП 
са пакетите, разработени за работа с програмните езици като 
Ругоп?16317, който напоследък набира популярност при анализи 
на биоизображения. 
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С модулно програмиране 


Правени са опити да бъдат преодоляни неудобствата при работа 
с СП. Модулното програмиране комбинира предимствата на СЦ! 
и СП, като позволява построяване на работни потоци чрез 
подреждане на предварително подготвени блокове (модули, 
елементи) с помощта на мишка и клавиатура. След това, 
модулните работни потоци могат лесно да бъдат модифицирани 
и пресъздавани. Необходимо условие е да се свържат правилно 
и последователно входящите и изходящи (обработени от 
съответния модул) данни, както и да бъдат избегнати конфликти 
между модулите при оптимизиране на параметрите за 
провеждане на анализа. Така, от входящите данни след 
поредица от трансформации при преминаване през модулите, се 
получават резултатите на анализа на изхода. На такъв принцип 
функционират платформата Сааху 318 КМИМЕЗ!9320 и някои 
системи за управление на хардуерни компоненти като 
ГаБм!ЕМуЗ21 и МП Арр пмуептог???. 


Предимството на КМИМЕ (Копзтапг 7 огтайоп Мег) 19320 е, че 
поддържа модули от алгоритми с различна насоченост, 
включително за машинно обучение, хемометрика, ин силико 
моделиране, извличане на информация от бази данни и др. 
Неговият ОСШ позволява удобна трансформация, адаптация и 
подредба на модулите. Лесно се интегрират разнородни видове 
информация от различни източници на данни. Могат да бъдат 
интегрирани модули за подготовка на данните за анализ с 
помощта на операции, присъщи за външен софтуер. КМИМЕ може 
да бъде интегриран с |таве.) на базата на специално разработена 
за целта и вградена в КММЕ среда за |таре), способна да 
изпълнява |лаге) макроси?23. 


Платформата Сайахуз!8 е безплатна и също позволява модулна 
организация. За разлика от Кпе, тя най-често е инсталирана в 
локален или отдалечен сървър и се изпълнява в браузърен 
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прозорец. Налични са > свободнодостъпни > сървъри за 
изследователски цели  (ПИрз://изевааху.оге/).  бааху е 
популярна платформа за транскриптомни анализи, като 
функционалността й постоянно се разширява и към момента 
включва и компоненти за анализи на изображения и за машинно 
обучение. 


МП Арр тмуепог?2? улеснява създаването на персонализирани 


мобилни приложения за управление на различни хардуерни 
конфигурации. 


Софтуерът су? също позволява автоматизация на процесите 


чрез интерфейс за модулно програмиране. 


Чатботове, базирани на големи езикови модели 


Напоследък, с навлизането на все > по-достъпни и 
усъвършенствани чатботове (напр. Спа ОРТ, Спа! Сепегайме Рге- 
ггатед Тгапзйогтег на ОрепА! и други подобни) ограничението, 
свързано с управлението чрез команди, е по-лесно преодолимо. 
Ако операторът > дефинира ясно в свободен “текст 
последователността от стъпки в желания алгоритъм и 
характеристиките на осъществяващите го функции, чатботът 
може да генерира командите и програмния код, който след 
адаптиране да е функционален. За това са необходими поне 
базови познания за начина на въвеждане и подредба на 
основните текстови команди. 


Наблюдава се тенденция платформите за анализ на 
биоизображения да интегрират подобни чатботове, които 
улесняват подбора на подходящи функции и написването на СП 
инструкции, за автоматизация на процесите за нуждите на 
конкретната лаборатория. Ра Спа 24 е софтуер, който може да 
комуникира чрез чат команди и да анализира хистологични 
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изображения, като освен това е обучен да отговаря на 
разнородни въпроси в областта на патологията. 


Според основното предназначение 


От интернет могат да бъдат изтеглени множество мощни 
софтуерни инструменти за анализ на изображения с отворен 
достъпЗ?, “като няма инструмент, който да > съчетава 
предимствата на всички останали на едно място, въпреки че 
създаването и окомплектоването на ЕЛ (аре!) е първото 
мащабно усилие в тази посока 88325. 


Анализ на изображения 


Създаването на 1таве) и ЕЛ е резултат от комбинирането на 
богати софтуерни библиотеки с интуитивна среда за управление. 
ЕЙ (Ей 16 из Шпаре)) е най-разпространената софтуерна 
платформа с отворен достъп за анализ на цифрови изображения 
и най-масово прилаганият софтуер за анализ на изображения в 
областта на биомедицинските научни изследвания досега. 
Първата версия на този софтуер е пусната в употреба през 1987 г. 
и се нарича М!Н аре (МН - Мачопа пя шев о! Неайй). |таре) 
се появява 10 години по-късно, а версията Е - през 2005 г,ЗЗ. 
Както подсказва абревиатурата, Е! съдържа същата софтуерна 
платформа като аре), но за разлика от него, още с 
инсталацията е > добавена богата начална колекция от 
допълнителни библиотеки (рив!т5), плод на приноса на стотици 
научни колективи, докато при базовия аре), всеки подобен 
пакет трябва да бъде инсталиран поотделно, по избор на 
ползвателя, с цел да се избегне излишно претоварване на 
паметта на компютъра. И двете издания на |гпаре.) могат да бъдат 
надграждани с пакети след инсталиране. Подобни пакети с 
различна функционалност биват постоянно разработвани от 
голямата общност, поддържаща паре)/ЕШ. Работата със 
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софтуера е улеснена чрез процедура за подпомагане на 
формулирането на алгоритми за автоматизиране на операциите. 
Т.нар. “пласго гесогдег”, или тасго записвач, позволява на 
изследователи без предварителен опит в програмирането да 
компилират желаните последователности от алгоритми в гласго 
файлове, съобразени с техните нужди. Чрез пласго записвача се 
записва на т.нар. гласго програмен език последователността от 
функции, съответстващи на ръчно осъществените операции. 
Записаната последователност лесно може да бъде адаптирана и 
вмъкната в т.нар. пласго файлове, които по-късно да бъдат 
изпълнени върху друго изображение или съвкупността от всички 
изображения, съдържащи се в посочена директория. Въпросната 
автоматизация осигурява > възпроизводимост и скорост, 
несравними с ръчната обработка на изображения. Друго 
предимство на |таве) е, че е базиран на ама и е съвместим с 
различни операционни системи (МИпйомиз, Ппих, Мас 05). Освен 
това, подлежащата софтуерна архитектура на 1таве) е в процес 
на пренаписване, така че да е адекватна на съвременните 
изисквания (ипаре)2). 


Голямата общност от ползватели и разработчици на подобни 
свободнодостъпни софтуерни продукти постоянно създава 
ресурси за надграждане на функционалността, обучителни 
материали за ползватели на различно ниво и форуми, в които са 
документирани различни подходи за справяне с разнородни 
затруднения пред ефективното приложение на софтуера. 
Усилията на общността са предпоставка и за това, че аре) е 
съвместим с редица други софтуерни платформи (СеПРго ег, 
Ия ЦЬ), с помощта на инициативи като В1о-Еоггта5:02 и |паре) 
Ор326. 


Тази отворена система за колаборация се реализира като 


успешен и продуктивен подход за адаптиране и еволюция на 
софтуера през последните повече от две десетилетия и той става 
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все по-предпочитан пред множеството платени софтуерни 
решения за анализ на изображения. 


Напоследък се увеличава броят на библиотеки за |таре)), 
базирани на машинно обучение и дълбоки невронни мрежи, 
достъпни за употреба с минимална предварителна техническа 
подготовка 299327,328, 


Се!Рго !ег?!? е свободнодостъпен софтуер, предназначен за 
автоматизирано измерване на фенотипните характеристики на 
голям брой изображения, всяко от които съдържа голям брой 
клетки. Управлението е интуитивно, което го прави подходящо 
за изследователи в биомедицинската сфера без предварителни 
технически познания и умения. СеПРго ег е разработен от 
звеното за анализ на изображения в Вгоай пя ше. Софтуерът 
ръководи потребителя през стъпките за подреждане на 
наличните модули до получаване на функционален работен 
поток. Така разработеният работен поток може да бъде 
приложен за автоматизиране на операциите върху множество 
изображения. Особено подходящи за подобен анализ са 
флуоресцентните микрографии, които са по-чисти откъм шум и с 
по-малко визуални артефакти в сравнение с микрографиите на 
светло поле. Се!Рго! ег е подходящ за висока производителност 
върху много големи обеми от изображения. Подходящ е и за 
приложение на алгоритми за дълбоко обучение. Може да бъде 
използван в комплект със специално разработен за целта 
допълнителен софтуер - СейРгойег Апа/уз:3:2, който помага 
параметрите на идентифицираните от СеПРго ег обекти да 
бъдат анализирани. Се!Рго ег може директно да бъде 
командван и като библиотека за РуШоп, която е съвместима 
също ис |таре). 


Е51329 (от МКВ софтуерна библиотека) е софтуерна колекция за 
анализ на ЯМР и други томографски изображения на мозък, 
написана на С++. 
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Програмни езици - платформи за специализирани 
библиотеки 


Гореописаните С! софтуерни продукти, целят модулност, бърза 
ориентация, лекота на употреба и достъп до широк набор от 
функции. Програмните езици служат като платформа за по- 
цялостен и гъвкав контрол върху всички прилагани операции, 
включително по отношение на мащабируемостта. Този вид 
софтуер е базиран на СП управление, макар че обикновено се 
прилага в контекста на интегрирана среда за програмиране (1ОЕ), 
която допринася за по-прегледния и подреден вид на 
информацията, с която се борави. 


МАТАВ е сред основните инструменти, използвани в процеса на 
развитието на анализа на изображения през последните две 
десетилетия. Той е платен, но има безплатна версия, наречена 
сми ОстамеЗ30 (част от проекта СМИЗ31). Налична е подходяща 
библиотека за анализ на изображения и защото позволява 
създаването на .ехе приложения с графичен интерфейс, които 
могат да бъдат изпълнявани и на други компютри. МАПАВ и СМИ 
Остаме са езици предназначени предимно за научни изчисления 
и решаване на линейни и нелинейни уравнения. За СМИ Остаме 
също е наличен аналогичен пакет за анализ на изображения като 
в МАТ: АВ?З2. 


С масовото навлизане на приложения на А! в анализа на 
изображения, друг програмен език с отворен достъп и огромна 
общност, Ру попЗ!”, е на път да измести МАТГАВ по отношение на 
анализа на биоизображения. Неговото приложение е особено 
удобно в съчетание с библиотеката за визуализация на 
изображения парап 333. 


Друг програмен език със свободен достъп, който се поддържа от 
огромна общност и популярността нараства все повече, е К!. 
Той е специализиран в статистически анализи и визуализация на 
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данни. К позволява улеснено разработване на С, като използва 
браузърния прозорец за среда на управление (5Нпу арр5?34). 
пар!сКЗ3> е библиотека за анализ на изображения в К. В107336 е 
софтуер интегриращ Ки аре) в общ СП! и ШЕ за нуждите на 
анализи на изображения в областта на екологията. 


Библиотеки за разширяване на функционалността на 
програмни езици 


Мараг?З” е библиотека за Ру оп, позволяваща визуализация, 
анотация и анализ на многомерни изображения, съдържащи 
анотации, маски и слоеве от други видове информация. Марап! 
съчетава интуитивен потребителски интерфейс с възможността 
за управление чрез СП и команди за РуШоп. Няма пречка в 
процеса да бъдат зареждани и допълнителни библиотеки за 
РуШоп. Вече е наличен А! ко-пилот, базиран на голям езиков 
модел, който подпомага избора на функции и формулирането на 
команди и алгоритми. Съвместим е със стандартните структури 
от данни, присъщи на МитРу (вж. по-долу). Това, че функционира 
в рамките на РуШоп, носи предимствата на множеството 
съвместими библиотеки за приложения на машинно и дълбоко 
обучение. Общността, създаваща разширения за Марап се 
разраства с големи темпове през последните години, а с това и 
функционалностите му и възможностите за взаимопомощ и 
обучениеззз. 


МипаРуз38 339 е библиотека за РуШоп, която съдържа функции за 
обработка на големи многомерни матрици, които имат 
отношение и към анализите на изображения. Написана е на Си 
позволява по-големи скорости на изчисленията от 5с!Ру (вж. по- 
долу). МитРу е прилагана при откритието на гравитационите 
вълниз40 341 и за генерирането на първото изображение на черна 
дупказ39,342. 
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5сРуЗ43 представлява разширена колекция от модули за научни 
изчисления: линейна алгебра, интеграция, интерполация, 
оптимизация, Фурие трансформация и анализ на сигнали и 
изображения в Ру оп. 


5сКИ-тпаре?44 е библиотека за РуШоп, съвместима с МитРу и 


5сРу. Съдържа базовите алгоритми за анализ на изображения, 
включително 9“ сегментация, геометрични > трансформации, 
операции с цвят, филтри, определяне на морфология и 
разпознаване на специфични форми и характеристики. 


Ра МЗ е библиотека за РуШоп, специализирана в А!, М. и О1 
и пригодена за всички операции, характерни за особеностите на 
големи и комплексни изображения като цели хистологични 
слайдове. 


ОрепСуз46 (Ореп 5оигсе Сотрш!ег Мятоп Пргагу) е библиотека, 
съдържаща функции за анализ на изображения, написана в С++ 
и съвместима с повече от един програмен език, включително 
РуШоп, ама, МАТАВ/Остаме и К. От 2011 г., позволява 
приложението на паралелни изчисления, оползотворявайки 
графични процесори (СР), което я прави подходяща за дълбоко 
обучениез47 348. 


п5СейРго !ег?9 е библиотека за В, позволяваща управление на 
функции за анализ на големи структури от данни, съдържащи 
информция за показатели на ниво единични клетки, получени 
чрез СеПРго ег. Визуализацията чрез зПтпу арр СШ! през 
прозореца на браузъра е удобна и динамична. 


ппаге Ргосеззтр ТооохЗ?0 (кутия с инструменти за анализ на 
изображения) е библиотека за МАТ!АВ, с чиято помощ са били 
разработени голяма част от работните потоци за анализи на 
биоизображения през последните десетилетия. Има аналогична 
библиотека, 1тасе, за безплатната версия СМ ОстамезУ". 
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Визуализация на специфични изображения 


Някои изображения, като например изображенията, получени 
при сканиране на цели хистологични слайдове (пирамидни 
изображения) и ЗО0  реконструкциите изискват софтуер, 
специално пригоден да улеснява визуализацията и работата с 
тях. Такива специализирани функционалности имат ОиРа!!00, 
ОГИ Штпаре Апа!уз5 322, Суготте 353 и парап 233. И четирите 
софтуерни продукта са с отворен достъп. 


ОиРа! е особено подходящ за работа с изображения с много 
големи размери, дори такива, които са твърде големи, за да е 
възможно да бъдат отворени в |гпаге). Позволява да се изберат 
отделни зони от слайда, в които с помощта на функции, достъпни 
чрез добавяне на библиотеки, могат да бъдат идентифицирани 
различни видове клетки. Съвместим е с тасго езика за 
автоматизация в |таре). 


Суютте е уеб платформа с отворен код, създадена като “зр!п- 
оН”, или “издънка” на академичен проект, която насърчава 
споделен анализ на много големи изображения и позволява 
полуавтоматизираната им обработка. 


ОГБИ 1таре Апа!у55 се разработва от същата общност както 
ОМЕКО и е подходящ за прилагане на вече тренирани модели 
чрез машинно обучение, налични в т.нар. “поде! 200”. 


Управление на ин аструктурата, необходима за 
анализи на изображения 


В публикация на Мига ес а. (2020)24, към гореописаните 
софтуерни класове по отношение на анализа на биоизображения 
се включват и такива с по-скоро инфраструктурно значение, като 
администриране на бази данни от биоизображения и 
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библиотеки, “подпомагащи работата на платформите, 
съдържащи софтуерни колекции. 


В звена, в които рутинно се заснемат серии от многомерни 
изображения, обемът от информация, която се генерира, 
съхранява и обработва може да е от порядъка на терабайти 
дневно. В този случай, тя няма как да бъде анализирана, 
визуализирана и споделяна в реално време на персонални 
компютри. За целта е необходимо да бъдат използвани 
единични или серии от отдалечени сървъри или облачни (Стоп) 
решения. За да се координира функционалността на подобни 
сложни 9“ инфраструктри от инструменти с различно 
предназначение, се прилагат софтуерни колекции, които да са 
съвместими и да комуникират с повечето формати и процеси, 
характерни за най-често прилаганите при анализа на 
изображения > софтуерни > колекции. На такъв принцип 
функционира софтуерът със свободен достъп ОМЕКО 325, 
съвместим с множество операционни системи и способен да 
интегрира и администрира съвместната работа на повечето 
големи софтуерни > колекции, прилагани за анализ на 
изображения. 


Управление на хардуер, свързан със заснемането на 
изображения 


Пример за софтуер за управление и автоматизиране на работата 
на микроскопи с отворен достъп е М!сго-Мапарег??357. В 
известна степен, софтуерните продукти, които управляват 
хардуера, свързан с микроскопа, също имат известна 
инфраструктурна роля. Те  съвместяват управлението на 
микроскопа, заснемането и запазването на снимки с разчитане, 
визуализация и анализ на преди това запазени снимки в 
условията на съвместимост с други софтуерни колекции като 
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мпаге). Друга система, която може да администрира 
едновременно хардуер, софтуер и бази данни, е ОрепВ!5228. 


Софтуер за дълбоко обучение 


Въпреки че може да бъде групиран като софтуер с конкретно 
предназначение, софтуерът, специализиран в приложението на 
дълбоко обучение, е представен в отделна глава, поради все по- 
нарастващото му значение в анализа на изображения. 
Управлението на софтуера при обучението и приложението на 
модели за класификация е лесно и не изисква предварителна 
подготовка. Въпреки това, познаването на конвенционалните 
подходи за анализи на изображения, като филтри, например, е 
полезно с това, че позволява на изследователя да прецени 
сложността на определен тип анализ и склонността към 
отклонение на тренирания модел. Този вид ориентация е ценна 
в контекста на трудния за разтълкуване механизъм на работа на 
веднъж обучения модел или т.нар. „ефект на черната кутия“ 
(„ЮасКк Бох ейес“)35. Налични са редица свободнодостъпни 
инструменти за анализ на разнородни биомедицински 
изображения с помощта на дълбоко обучение 112. 


Един от първите такива софтуерни продукти е Пази? 
Управлението му е лесно и удобно за потребителя заради 
интуитивния СШ, позволяващ интерактивна класификация, 
сегментиране и анализ на изображения. Представлява модулна 
софтуерна рамка, която под формата на работен поток, насочва 
процесите по трениране на класификатора за анализи на ниво 
пиксел и обект, сегментиране и проследяване на обекти. Веднъж 
трениран, класификаторът може лесно да се приложи към папка 
със снимки и да бъде оставен да осъществи изчисленията, които 
понякога отнемат значително време. Успешно се комбинира със 
Се!Рго !ег и с КМИМЕ. 
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2егоСо5014МК229 е колекция от работни потоци с разяснени 
стъпки, които се изпълняват в интерактивни )иру!ег МотеБооКв в 
платформата Сооге Со!аЬЗ29359. Тази платформа предоставя 
лесен за използване графичен потребителски интерфейс и 
свободен достъп до графични процесори. Не са необходими 
предварителни технически умения. 


тъ)о0у360 (инрз:/Ицоуйо/) е гъвкава, „онлайн-базирана 
свободнодостъпна платформа, която може да бъде управлявана 
от браузъра. Целта и е да насърчи повторната употреба и 
„рециклирането“ на тренирани модели за дълбоко обучение в 
биомедицинската сфера. Възможно е разширяване на 
функционалностите му чрез добавяне на библиотеки за 
комбиниране на различни типове данни в процеса на дълбоко 
обучение и класификация. Освен данни, съдържащи се в 
изображенията, могат да бъдат обработвани и геномни данни от 
съответните онлайн репозитории. Също така, работата на 
приложението може да бъде проследявана и управлявана в 
реално време от мобилно устройство. Шоу позволява 
изчислителният ресурс за осъществяване на поставените 
задачите да бъде разпределен между локални и отдалечени 
компютри. Възможно е да бъдат локално анонимизирани 
медицинските данни, използвани за трениране на моделите. 


СОеерз м26! (нирз://сдеерЗт.с!Ь5.исзд.еди/сдеерЗт) е друго 
интернет-базирано приложение със > свободен “| достъп, 
позволяващо употреба на модели за дълбоко обучение от 
изследователи без предварителен опит и технически познания. 
Способен е да сегментира големи микрографии, включително 
триизмерни (30) изображения, с помощта на предварително 
тренирани модели. Изчислителният ресурс за осъществяване на 
класификацията е осигурен от Атагоп Мер беглсез (АМУ5)З61. 
Необходима е регистрация за ползването му. 
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Налични са модели, тренирани върху изразено разнородни 
биоизображения, като например СеПРозе (сейрозе.оге) и 
МисеАгег (писеа!гег.оге), които, по изключение могат да бъдат 
директно прилагани без адаптация чрез допълнителни стъпки на 
обучение. 


Оеертаре)3? е разширение (р!иг-1п) на аре), което позволява 
зареждането на предварително тренирани модели. Оеер!таре) 
дава достъп до най-голямото хранилище за предварително 
обучени модели за дълбоко обучение (Вою!таре Мойе! 200, също 
достъпно за ПазиК, 2егоСо5014Мк, Шоу). Следователно, 
изследователи без предварителен опит могат лесно да 
обработват биоизображения с негова помощ. Очакванията са 
Оеертаре) да допринесе за по-широкото разпространение на 
подходите за повторно използване на модели за дълбоко 
обучение в биомедицинската сфера. 


Друго разширение (риг-п) за паре)/Е, е 5«аго! 83, който 
използва невронна мрежа, базирана на П-Мен2. Прилага метод 
за откриване на клетки, който е отлично адаптиран за работа с 
морфологични индикатори при класифицирането на различни 
видове клеткиз“. Друго разширение за |таре)/ЕШ с подобна 
функционалност е С5ВОеерзе”. 


Оеер|аЬСи!“ е свободнодостъпен софтуер за оценка на 
измененията в разположението на тялото на животни или 
заснети части от животни (например крайник, сърдечните 
камери при съкращение и др.) във видео, съдържащо движения 
в две или три измерения. С отворен достъп е и се отличава с 
голяма ефективност и бързина. Гъвкав е по отношение на 
проследяването на движението в множество отделни части на 
тялото едновременно. Освен това, може едновременно да 
проследява множество животни в триизмерно пространство. 
Методът е базиран на трансферно обучение с дълбоки невронни 
мрежи, които постигат отлични резултати без да са необходими 
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предварително заложени маркери, (напр. оцветяване на части от 
тялото на животното преди заснемане). Приложим е към 
различни биологични видове и с негова помощ могат да бъдат 
идентифицирани широк диапазон от стандартни и патологични 
поведенчески характеристики. Необходимо е минимално 
количество данни за обучение на модела (обикновено са 
достатъчни 50-200 кадъра). Точността му може да се сравни с 
точността при ръчно етикетиране от оператор. Софтуерът е 
поддържан от Ма 15 Сгоир във Федералния политехнически 
университет в Лозана, а версиите преди 2.1.9 са разработени в 
Харвардския университет 368. 


Добри практики 


При надзираваното О! работният процес обикновено включва 
първоначално обучение на произволно инициализирана мрежа 
с голямо количество ръчно анотирани данни. Обученият модел 
може да се използва и като основа за получаване на нов, 
подобрен за конкретната нововъзникнала нужда, модел. И в 
двата случая, е възможно да възникне объркване по отношение 
на валидността на прогнозите на модела. ОМитапп ет а!. (2022): 
предлагат добри практики при вземането на решения по 
отношение на избора и употребата на модел. На първо място, е 
препоръчително да се избягва употребата на модели, за които 
няма подробна документация. Моделите, които представляват 
интерес следва да бъдат предварително тествани върху малък 
сет от добре подбрани, добре познати наши анотирани 
изображения. По възможност, е добре да се запознаем и с 
отзиви във форумите, или в научни публикации, посветени на 
анализа на биоизображения. След като се ориентираме в 
наличните модели, е добре да се придържаме към един и да не 
го променяме твърде често, за да имаме възпроизводими 
резултати. Може да бъде използвана и група от няколко 
различни модела, за да бъдат сравнявани резултатите и да бъдат 


187 


идентифицирани отклоненията. Важно е да се има предвид 
върху какво е трениран моделът. Ако е обучен върху комплект от 
данни с преобладаващи снимки на неврити, много по-вероятно 
е той да открива нишковидни структури, подобни на неврити, 
дори реално да ги няма, в сравнение с модели, които не са 
обучени върху подобни снимки. Според ОНтапп ет а!. (2022):33, 
добро начало за тези, които правят първи стъпки в употребата на 
предварително тренирани модели, е Вютаре Моде! 200 
(ромпаре.о), тъй като е проектирана от голяма общност от 
авторитетни “изследователи с опит в анализа на 
биоизображения. В помощ при преценката дали определен 
модел е подходящ могат да бъдат интернет-базираните 
приложения за тестване на модели, като например М!-5!М (т!- 
5ит.сот) и СОеерзМ-Ргемему (сдеерЗт.сгр5.ис5д.еди/сдеерЗт). 
Желатено е да се прилагат ясно разписани процедури за 
валиданиране на параметрите на представяне на софтуера, но 
към момента за това са необходими експертни познания. Не на 
последно място, винаги е от полза да се направи опит 
конкретната задача да бъде разрешена чрез ясно дефинирани, 
конвенционални подходи, които при някои прости задачи с 
определени типове изображения, вършат отлична работа и за 
по-кратко време. 


Често срещани грешки при приложание на машинно 
обучение 


Измерител на това колко добре функционира определен метод 
на машинно обучение и съответният обучен класификатор, е 
т.нар. класификационна грешка - фракцията от случаите, в които 
класификаторът прави грешна прогноза, или разликата между 
прогнозираната и реалната стойност. В някои случаи, цената 
(последствието) на грешката може да бъде по-голяма в едната, 
отколкото в другата посока. Например, класифицирането на 
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определена зона като > туморна е  по-критично от 
диагностицирането на леки състояния. 


Има риск, при неправилно приложение на методите за машинно 
обучение, прогнозата да не е толкова добра, колкото изглежда 
на пръв поглед. Ако данните от тестовете за ефективността на 
обучения класификатор (тест комплект) съвпадат с тези, 
използвани при обучението му (обучителен комплект), тогава 
доказателствената стойност, свързана с възможността на 
класификатора да генерализира прогнозите си върху нови, 
непознати данни, ще бъде неизвестна, т.е. резултатите от 
тестването ще са невалидни. За да се избегне тази грешка, винаги 
примерите за обучение и данните за тестване на ефективността, 
трябва да бъдат изцяло отделни групи. 


Друга опасност, свързана с невъзможност да се определи 
ефективността на класификатора да идентифицира нови, 
непознати данни, е т.нар. прекомерно напасване (оуег/ па). 
При него, на класификатора се дават нови и нови примери за 
обучение, докато не започне да класифицира тестваните 
изображения така, както бихме очаквали. Отчетената в така 
трениран модел прецизност най-вероятно ще е свързана със 
специфичните > характеристики на > напаснатия > комплект 
обучителни изображения, но ако се подадат нови, непознати 
изображения, ефективността може да бъде влошена. 


Достоверността на прогнозата зависи от сложността на 
класификационната задача, избора на метод за машинно 
обучение, количеството и характеристиките на комплекта от 
данни за обучение. Не бива да се забравя, че ако системата е 
обучена само върху снимки на здрави и некротични клетки и 
бъде приложена върху апоптотична клетка, тя винаги ще я 
идентифицира или като здрава, или като некротична. 
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Тенденции и перспективи 


През последните две десетилетия са се появявали и отпадали 
множество софтуерни продукти? Очаква се динамичното 
развитие и промените спрямо предпочитанията при избора на 
софтуер да продължат поне в близкото бъдеще. Към момента на 
написване на този труд се очертават няколко тенденции. 
Наблюдава се увеличен интерес към приложението на машинно 
обучение, което ще наложи необходимост да се подобрят и 
направят по-достъпни подходи за валидиране на моделите и за 
управление на риска, произтичащ от трудната за дефиниране 
природа на тренираните модели. Приложението на дигиталната 
патология и генерирането на мащабни изображения на цели 
слайдове ще доведе до развитието на инструментите за 
управление на инфраструктурата за съхранение и обработка на 
подобни изображения с помощта на отдалечени сървъри. С 
навлизането на приложенията на генеративния А! и чат ботовете, 
постепенно ще се увеличи достъпността на управлението чрез 
команден терминал с чат-бот асистент, който да превежда 
нарежданията на оператора от свободен текст в програмен код, 
разбиран и изпълняван от машината. Вероятно 
изследователската > инфраструктура ще може да > бъде 
мониторирана и до голяма степен управлявана дистанционно, от 
мобилното устройство, отново чрез разговор с чат-бот. 
Очакванията са, че ще се увеличи броят и качеството на достъпни 
предварително-тренирани модели върху бързо нарастващо 
количество от данни. Според някои изследователи, големите 
езикови модели ще доведат до интегриране на наличните 
софтуерни инструменти и възможността според необходимостта 
от конкретен анализ, чат-ботът да избира най-подходящия 
софтуер и протокол и едновременно с това да предлага нови, 
многофункционални решения. Някои от горепосочените мнения 
може да звучат пресилено, но те са изказани от професионалисти 
с опит и поглед върху актуалните тенденции в развитието на 
анализа на биоизображенияз?8. 
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Препоръки при избор на софтуер 


Изборът на софтуер следва да бъде съобразен с нуждите на 
изследователя. Ако целта е да бъдат рутинно прилагани 
определени анализи за продължителен период от време, е 
препоръчително да се “избере софтуер, позволяващ 
автоматизиране на процеса и притежаващ характеристики, 
които са свързани с предпоставки той да продължи да 
съществува за съответния период. Така, получаваните в 
лабораторията резултати ще бъдат генерирани по унифицирани 
съпоставим начин без да се налага инвестиране на време в 
разучаване на различни софтуерни решения. Най-добрата 
индикация, че “определена > софтуерна > платформа ще 
просъществува е, ако има активна общност, която създава 
допълнителни библиотеки, активно обсъжда приложни въпроси 
във форуми, съобщава за грешки при функциониране и намира 
решения за тях. По този начин се постига т.нар. висок „ВИ5“ 
фактор, или с други думи, броят членове на определен колектив, 
които ако бъдат блъснати от автобус, колективът няма да 
престане да функционира. Друга предпоставка за дълголетие на 
софтуера е, ако борави с унифицирани и лесно конвертируеми 
формати. Предимство е и да позволява осъществяване на 
изчисленията в отдалечени сървъри, или пък да комуникира със 
софтуер, управляващ отдалечени сървъри, тъй като към момента 
тенденциите са такива. Това е особено важно за анализите на 
изображения на хистологични слайдове. Показателно е и дали 
софтуерът поддържа функционалности, свързани с машинно 
обучение или пък съвместимост с други софтуерни приложения 
с такава функционалност. В тази връзка, предимство имат 
софтуерни продукти способни да използват графични процесори 
за паралелни изчисления и базирани на РуШоп, ТепзогНому, 
РуТогсй (Гама не е за предпочитане). При приложение на готови 
модели, базирани на дълбоко обучение, е препоръчително да 
бъде събрана достатъчно информация за начина по който 
моделът е бил обучен и тестван. 
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Батерия от методи за анализ на изображения в 
експерименталната токсикология 


Определяне на конфлуентност на монослой в 
двумерни клетъчни култури“ 


Приложения в експерименталната токсикология 


Фазово-контрастната микроскопия и микроскопията в светло 
поле “позволяват рутинно > наблюдение на “клетъчната 
пролиферация. В ин витро токсикологичните проучвания, някои 
клетъчни линии намират приложение като моделни системи за 
скрининг на таргетна органна токсичност на > непознати 
съединения. Например, клетъчната линия Нерб2 до известна 
степен запазва метаболитните характеристики на човешките 
хепатоцити. Цитотоксичните ефекти или ефектите водещи до 
изменения в клетъчната пролиферация, се отразяват на броя и 
гъстотата на жизнеспособните клетки. Съответно, 
конфлуентността или степента, в която клетъчният слой е заел 
повърхността на съда, няма как да остане непроменена. 
Предимство на визуалната оценка на конфлуентност е, че не 
предизвиква допълнителен стрес в клетките и може да се 
провежда многократно през определени времеви интервали 
или паралелно с други биологични тестове при многостъпални 
процедури. Оценката на конфлуентност може да се използва 


ж му 
Протоколът е част от собствен труд, осъществен със съдействието на 
специалиста по информационни технологии, Иван Хр. Иванов и публикуван 
през 2019 г.369 
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като метод с потвърдителна стойност при съмнение за 
интерференция с тест протокола, например при полифеноли с 
МТТ теста 3790372. Освен за ин витро хепатотоксичност, описаният 
протокол може да се използва и с други клетъчни линии, 
предназначени за оценка на друг вид таргетна органна 
токсичност, например НУ9с2 клетъчна линия за ин витро 
скрининг на кардиотоксичност, А549 за инхалаторна токсичност, 
ПСРКЪ за нефротоксичност и С18-4 сперматогонии за 
репротоксичност. При тълкуване на резултатите трябва да се 
имат предвид ограниченията на приложението на клетъчни 
линии в ин витро условия. 


Подготовка на експеримент: 


За експерименти с третиране за 72 Н, Нерв2 клетките биват 
накапвани в 96-ямкови плаки с концентрация около 1 - 2 х 104 
клетки/ямка. Показаните по-долу резултати са от клетки, 
накапани в серия от концентрации (0.25 - 8 х 104 клетки/ямка), за 
да се установи зависимостта между конфлуентност и жизненост, 
измерена по МТТ-метода. След 24 Н изображенията са заснети 
чрез 8-мегапикселова ССО (СНаггейд Сочред Оемксе) цифрова 
камера (Ор Кат Рго ЗП - 4083.181), монтирана на обърнат 
микроскоп ОрйКа ХО5-2, осветен от ХЛЕОЗ8ТМ система при 
режим на фазов контраст и увеличение 100х. 


Анализ на изображения: 


За целите на възпроизводимост на анализа, при заснемането е 
спазено правилото да бъде подбирана винаги част от ямката, 
която не е нито централна, нито крайна, за да се избегнат зони, в 
които може да има неравномерно натрупване на клетки, поради 
наличието на наклони и други неравности по повърхността на 
плаката. В центъра и по краищата, осветяването е най- 
неравномерно. Подходът за заснемане в 96-ямкови плаки е 
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представен във Фигура 36. В случая за сегментация на пикселите 
сме приложили софтуера Паз!К, който е бърз, удобен и е бил 
достъпен към момента на провеждане на > съответното 
проучванеЗ9, но със същия успех може да бъде приложен всеки 
един софтуер, прилагащ дълбоко обучение за класификация на 
пиксели. Резултатът е бинарно изображение, в което на 
пикселите в частите на снимката, където липсват клетки, е 
зададена стойност нула, а на останалите пиксели, или тези, в 
чиито обхват попада клетъчният монослой, е зададена стойност 
1 (или 255, в зависимост от настройките). 


позициониране спрямо ямка еквидистантно позициониране възпроизводимо и равномерно 
под фазово-контрастен микроскоп между центързи периферията заснеманена цифрова микрография 


Ф, 
ХХ 


0,0,9,9,9, 


Фигура 36. Подход за избиране на зона за заснемане във всяка 
ямка на 96-ямкова плака, целящ осигуряването на максимално 
възпроизводими резултати. Адаптирана по Уогдапоу (2020)369. 


Основното предизвикателство пред подходите за анализ на 
изображения в подобни случаи е откриването на ясен критерий, 
спрямо който моделът да бъде инструктиран как да разпознае 
определена част от изображението: като заета от клетки, или 
като фон. Това се дължи на типичното за микрографиите, 
прилагащи видима светлина, неравномерно осветяване и 
светлосенки при фазовите граници. Тази задача не е толкова 
проста дори за човешкото око и съвсем не е тривиална за 
конвенционалните алгоритми за анализ на изображения (вж. 
Фигура 39). Това обаче не се отнася за методите за машинно и 
дълбоко обучение. 
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обозначаване на примерите за машинно-обучение на 
класификатор, сегментиращ обект (клетки) от фон 


прилагане на обучения класификатор върху комплект 
тест изображения, различни от обучителните 


определяне на конфлуентност на базата на фракцията 
на обекта спрямо цялата площ 


Фигура 37. Работен поток при анализ на конфлуентност на 
монослой. 


Анализът може да бъде разделен на две прости стъпки (Фигура 
37), които да бъдат изпълнени от една или повече софтуерни 
колекции. Тренирането на ПазиК не изисква предварителна 
подготовка, понеже единствената стъпка преди анотирането на 
заредените примерни изображения, е определянето „на око“ на 
някои параметри на класификатора, които определят бързината 
и специфичността на работата му, в зависимост от обема на 
задачата (могат да бъдат зададени всички параметри, за сметка 
на известно забавяне на скоростта. 


Самият софтуер Паз!К въвежда в своеобразен работен поток. В 
процеса на  анотиране на  примерните > изображения, 
обозначаваме с „цветни маркери“ как изглежда зона, заета от 
клетки, и как изгежда зона, където няма клетки. Препоръчително 
е, след като са зададени всички примери, тестването на 
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ефективността на класификатора да се осъществява на снимки, 
които не са били включени като обучителни примери. Веднъж 
обучен, на класификатора може да се подаде цяла папка с тест 
изображения, при което обработката им може да отнеме 
известно време (няколко минути или часове, според броя 
класове, броя снимки и хардуерните характеристики на 
машината). Ако се налага използването едновременно с това на 
компютъра, добра идея е процесът да се възложи на отдалечен 
сървър или онлайн приложение за анализ на изображения, 
представени по-горе в труда. 


Получените бинарни изображения могат лесно да бъдат 
анализирани, за да се установи конфлуентността, тъй като е 
достатъчно да се пресметне фракцията на пиксели със стойност 
различна от нула, спрямо всички пиксели в изображението. За да 
бъде автоматизиран процесът, така че да бъде приложен 
наведнъж върху цялата група от получените бинарни 
изображения, е удобно да се приложи проста инструкция под 
формата на т.нар. макро код за аре). Този, и някои други макро 
файлове са свободнодостъпни в СИ Ни репозитория (Фигура 38) 


Фигура 38. ОК код за достъп до СПНиБ 
репозитория на интернет адрес 
Вирз://дйпйив.сот/"Уогдапоу/ТохтдАп. 
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На Фигура 39 е видно, че при машинното обучение, дори с малко 
на брой примерни обозначения в разнородни като осветеност и 
степен на конфлуентност снимки, моделът дава сходни 
резултати. В зададените примери са приоритизирани зоните, 
които са гранични, т.е. по периферията на монослоя. Удобна 
функция на Паз!К е, че може да показва зоните от снимката, в 
които тренираният модел може с най-малка сигурност да 
определи класа на пикселите. Снимките в най-горния ред на 
Фигура 39, заедно с маркираните примери за клетъчна площ 
(червен цвят) и фон (жълт цвят), са предназначени за обучение 
на модела, докато снимките в най-лявата колона са 
предназначени за валидирането му. Трите колонки счерно-бели, 
бинарни изображения, представляват резултата от прилагането 
на всеки един от трите обучени модела върху подадените 
снимки. 


От Фигура 40. е видно, че и трите модела корелират отлично с 
резултатите от МТТ теста. Важно условие за този резултат е, че 
използваните снимки са субконфлуентни, т.е. все още има 
полета, които не са заети от клетки и в тях може да се 
осъществява безпрепятствено клетъчна пролиферация. 
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гъстота на 


обучителен 
сет 


необработени 
изображения 


накапване 
(кл./ямка) 


; : е ДА ф ; | 
. 6 . 
а „д. е 4 зо 2, Д Ф 
ПЕРА е мр а: 
те: ь 


Фигура 39. пускани на ерес нвни за сегментация на дртнегиритеи 
по отношение на монослоя в изображението. 
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< 80 4 
5 9 
3 60 ез 
за Е? 
6. 20 1 
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о 

х 90 0 

02 4 6 в 10 02 4 6 в 10 


брой клетки/ямка (х 104) брой клетки/ямка (х 104) 


В. 

100 + обуч. ст А п+0.9931 
804 обуч. сет В "+ 0.9865 
-- обуч. сет С #0.9912 


конфлуентност (96) 


МТТ (абс) 


Фигура 40. Връзка между брой клетки и конфлуентност, 
връзка между брой клетки и жизненост, определена чрез МТТ- 
теста и корелация между конфлуентност и жизненост при 
приложение на трите тренирани модела, представени във 
Фигура 39. 


Всякакви изменения в конфлуентността, доближаващи се до 
крайните случаи, когато има много малко на брой клетки или пък 
монослоят е почти или изцяло запълнен, може да доведат до 
неточен резултат по отношение на жизнеността, ако тя е 
базирана единствено на информация за монослоя. Имайки 
предвид това уточнение, анализът на конфлуентност с помощта 
на сегментация, осъществена с машинно обучение, е лесно 
приложим и достъпен метод, който може да послужи като 
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отлично допълнение или заместител на конвенционалните 
методи за определяне на клетъчна жизненост и пролиферация. 


Идентифициране на окръглени клетки с 


апоптотична морфология 


Приложения в експерименталната токсикология: 


Апоптотичните процеси в клетъчните култури често са 
придружени от характерни морфологични промени като загуба 
на адхезия и придобиване на сферична форма от клетките? 375 
Видът клетъчна смърт има важно значение за токсичните 
механизми на тест- веществата. Подобни тестове могат да бъдат 
отлично допълнение към методите в една предклинична 
токсикологична лаборатория с уточнението, че > самото 
заснемане е времеемък процес, освен ако апаратурата не е 
снабдена с моторизирана стойка. 


Подготовка на експеримент: 


Протоколът е приложим към различни адхерентни клетъчни 
линии, според научния проблем, който адресира съответния 
експеримент. В случая е използвана клетъчна линия от миши 
кардиобласти Н9с2, тъй като се предполага, че > тест 
съединението, обозначено с условното наименование К1, може 
да прояви кардиотоксични ефекти. Клетките са накапани в 96- 
ямкова плака с гъстота 1 х 104 клетки/ямка и оставени да 
престоят в инкубатор за една нощ. На следващия ден са накапани 


# Протоколът е част от непубликувано собствено изследване, проведено през 
2021г. 
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серия от концентрации на тест-съединението и след 72 часа са 
заснети микрографиите на същата апаратура, посочена в 
описания по-горе протокол. 


Анализ на изображения: 


Този тест може да бъде разгледан като вариация на 
представения по-горе тест за определяне на конфлуентност на 
монослой с тази разлика, че при обучението на класификатора, 
вместо два примера - клетъчен слой и фон, му се задава и трети 
такъв, който обхваща характерните окръглени, апоптотични 
клетки. Така, при приложението на модела, резултатът няма да 
бъде бинарно изображение с две стойности на пикселите, една 
от които е нула, а изображение, в което всеки пиксел може да 
заеме три стойности, включително нула. Поради това, следва да 
се внимава да не бъдат разменени стойностите, указващи 
монослоя и слоя, заеман от апоптотични клетки. Резултатът 
може да бъде получен по същия начин, както е указано във 
Фигура 37, или пък отново в таре), да бъде приложена 
последователност от филтри (запълване на дупки и муатегбйед), 
контрол 25 иМ 50 им 


Фигура 41. Фазово-контрастни > изображения на Ндс2 
фибробласти, третирани с две концентрации от вещество, 
което индуцира апоптоза и изображение, представящо 
нетретирана, контролна група. 


201 


които успешно да разделят допиращи се клетки, така че всяка от 
тях да придобие отделни очертания и след това да бъде 
приложена функцията „соип! рас!ез“. 


На последната функция може да бъде указано да брои само 
обекти, които > отговарят на предварително > заложени, 
емпирично-установени граници за интервал от размери, които 
очакваме да имат окръглените, апоптотични клетки, както и 
допустима степен на сферичност. Получените резултати 
показват, че е видно увеличение на площта, заета от окръглени, 
отделени от монослоя клетки с повишаване на концентрациите 
на цитотоксичното вещество за сметка на намаляване на 
конфлуентността като цяло (Фигура 42.). 


На базата на получените от сегментацията обекти, може да се 
осъществи и друга разновидност на протокола, при която да 
получим конкретна информация за разпределението на 
морфологичните особености, размерите (включително бихме 
могли да анализираме текстурата, при положение, че добавим 
стъпка за снемане на очертания на сегментираните обектите и 
прилагането им към необработената снимка) на съвкупността от 
отделни клетки. 
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Фигура 42. Процент от площта на изображения на Ндс2 
кардиобласти, заета от какъвто и да било тип клетки 
(конфлуентност, зелен цвят) и заета от окръглени клетки, 
отделили се от монослоя (червен цвят) при третиране с 
нарастващи концентрации от метален комплекс с 
проапоптотично действие. 


Ако приемем, че има фракции от окръглени клетки, проявяващи 
открояващи се фенотипни характеристики, бихме могли да ги 
групираме с помощта на методи за ненадзиравано машинно 
обучение или спрямо морфометричните характеристики чрез 
анализ на КО! с аре) /ЕШ. 
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Тест за миграция чрез надраскване на монослой“ 


Приложения в експерименталната токсикология: 


Клетъчната миграция е свойство на клетките, което е от значение 
за правилното протичане на ембрионалното развитиеЗ””, а след 
това, на способността най-вече на имунната система? и на 
съединителната тъканЗ? да осъществяват функциите си. 
Миграцията на фибробластите е решаваща за зарастването на 
рани, но и за формирането на цикатрикс380381 Начинът на 
затваряне на раната (с цикатрикс или не) зависи от 
преобладаващия > фенотип на > участващите в процеса 
фибробластиЗ82. Способността за миграция е определяща и за 
процесите на туморно метастазиранеЗ8. Субстанции, които 
драстично намаляват ин витро способността на клетките да 
мигрират, е възможно да имат имунотоксиченЗ8? или 
репротоксиченЗЗ потенциал. Обратно, субстанции които 
предизвикват силно повишение в скоростта на миграция, биха 
могли да осъществяват това чрез взаимодействие със сигнални 
пътища в клетките или по механизми за междуклетъчна 
комуникацияз8е. Все пак, при интерпретацията на резултатите 
трябва да бъдат взети предвид и потенциални взаимодействия с 
условията в ин витро системата, които не е задължително да се 
проявят в ин виво условия. Идентифицирането на изразени 
ефекти върху миграцията е сигнал за по-детайлно обследване на 
свойствата на непознати тест-съединения. 


«Протоколът е част от собствен труд, публикуван съвместно с Каппоуа ет а!. 
(2020)376 
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Подготовка на експеримент: 


За теста с надраскване на монослой е избрана фибробластна 
клетъчна линия, поради важната роля на процесите на миграция 
за физиологичните функции на фибробластите. 1929 клетки с 
произход от миши фибробласти са накапани в 24-ямкови плаки с 
гъстота 3 х 102 клетки/ямка. Плаките са инкубирани за една нощ, 
за да има време да се утаят и прикрепят за повърхността на 
дъното на ямките. След това бива формирана „раната“. 


Т. нар. „рана“ представлява черта в монослоя, в която отсъстват 
клетки (Фигура 43). Тя се получава чрез отстраняване на клетки 
чрез надраскването му с връхче за пипета, като при нанасянето 
на всяка „рана“, връхчето трябва да се държи под сходен ъгъл и 
по възпроизводим начин да се прилага равномерен натиск??”. 
След получаването на „раната“, ямките се промиват два пъти 
фосфатен буфер, за да не попаднат отново в областта на „раната“ 
част от отстранените клетки. 


След това, към ямките се добавят дисперсии на тест 
субстанциите в хранителна среда и в концентрации, които биха 
били достигнати при потенциално ин виво приложение, или пък 
в концентрации, които са достатъчно високи, за да се проявят 
биологични ефекти, но са лишени от изразена цитотоксичност. В 
случая са тествани два блокови съполимера (ВА-4 и ВС-2) в 
концентрация 25 це/т|, което представлява субцитотоксична 
концентрация. 


Заснети са серия от фазово контрастни микрографии през 
определени времеви интервали. За да е възможна съпоставка, са 
заснети точно определени, еднакви участъци от всяка ямка. 
Първите изображения са заснети веднага след третирането 
(време ОН), а последното - когато се наблюдава възстановяване 
на монослоя след повторното превземане на „раната“ от 
мигриращите клетки. 
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Анализ на изображения: 


Анализът на изображенията е осъществен с помощта на МК! 
Муоипд НеайПпр Тоо888, въпреки че към момента вече са налични 
и подобрени разширения като МуоишпЯ Пеайтр зе Тоо!227. МК! 
Муоипа Неайпе Тоо! идентифицира областта на „раната“ на базата 
на това, че стойностите на пикселите са по-хомогенни в 
сравнение с тези в областта, заета от клетъчния слой. Така, 


Стке | ВА-4 вс-2 


надраскването на монослоя от 1929 клетки и третирането 
му с ВА-4 или ВС-2. 


съпоставяйки площите на раната като функция на времето, за 
всяка една проба може да се изчисли наклона на кривата, 
пропорционален на скоростта на миграция (Фигура 44), или пък 
при налични само снимка в начално и крайно състояние, само да 
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се калкулират разликите между началната и крайната площ на 
раната. Процесът на миграция в течение на първите 10 часа след 
надраскването е виден във Фигура 43. 


За да бъде получена обективна количествена оценка, на базата 
на стойностите на раните за всички проби и всички времена е 
извършена линейна регресия с напасване на кривата и наклонът 
за всяка проба е изчислен като показател за скоростта на 
затваряне на раната. Стойностите на изчислените наклони са 
сравнени с помощта на статистическия тест на КгизКа!-МУуаШв за 
анализ на дисперсията. 


0.000008 - 


0.000006 | 


0.000004 


0.000002 


наклон на крива 
(скорост на миграция) 


0.000000 
ктрл ВА-4 вс-2 


Фигура 44. Сравнение между скоростта на миграция на 1929 
клетки третирани с ВА-4 и ВС-2. Тест на КгизКа!-М/а!!5, «р<0.05 


Резултатите от проучването показват, че третираните с ВА-4 
клетки мигрират по-бавно в сравнение с третираните с ВС-2 (+р 
< 0,05). Въпреки това, няма статистически значима разлика 
между ефекта на коя да е от двете експериментални групи, 
третирани с дисперсии на мицели, спрямо контролата (Фирура 
46). 
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Кометен тест“ 


Приложения в експерименталната токсикология: 


Кометният тест исторически е една от водещите причини 
понятието „анализ на изображения да навлезе трайно в средите 
на токсиколозите през 90-те години на миналия век2З8. При този 
тест наличието на фрагментирана ДНК в опашката, получена чрез 
електрофореза, се визуализира с помощта на флуоресцентна 
микроскопия. Като багрила се използват пропидиев йодид, 
етидиев йодид, УОУО-1 йодид, ХУВК и 4“,6-диамидино-2- 
фенилиндол??0. Кометният тест е сред най-разпространените 
тестове, изискващи анализ на изображенияЗ82. Оптимизирани са 
множество алгоритми за анализ на заснетите комети. Някои от 
тях изискват мануален контрол за обработка на единичните 
комети във всяко изображение399, а други са напълно 
автоматизирнаи и високо-производителни. През последните 
години методът бива донякъде изместен от други тестове за 
генотоксичност като уНЗАХ биомаркера, който има предимства 
по отношение на чувствителност и възпроизводимост?»?. 
Въпреки това, кометният тест запазва своята роля, тъй като е 
подходящ за оценка на генотоксични ефекти както ин витро, 
така и ин виво, без ограничения за вида клетки, които могат да 
бъдат изследвани. Освен това, кометният тест има множество 
модификации, които позволяват да се охарактеризира по- 
подробно генотоксичният механизъм 32. 


Протоколът е част от непубликуван собствен труд, проведен съвместно с ас. 
Любомира Радева през 2022 г. 
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Подготовка на експеримент: 


Вариантът на кометния тест, който е приложен е т.нар. алкален 
тест, при който има денатурираща стъпка, така че да бъдат 
идентифицирани както едноверижни, така и двуверижни 
разкъсвания в ДНК222. За ДНК багрило е избран сравнително по- 
малко токсичния БУВК СгеепЗ?З. Използвана е клетъчната линия 
15178М (дарение от Ог. М. М. СоЧезтап, Мацопа! Сапсег пя ите, 
Ветезда, МО, ЗА), която е сходна с клетъчната линия, 
използвана в първата публикация за кометния тест! и е 
възприета за подходяща моделна система за тестване на 
генотоксичност?94, Първоначално се подготвят слайдовете. 
Предметни стъкла се потапят в 190 агароза с нормална точка на 
топене и едната им страна се избърсва, така че да остане гел само 
от другата. Оставят се да изсъхнат през нощта, така че да остане 
тънък филм. След това се приготвя малко количество 0.79 
агароза с ниска точка на топене, която ще бъде използвана като 
носител за добавяне на клетъчна суспензия към слайда след като 
е било осъществено третирането на клетките с тест вещества. 
Част от клетките са били третирани за половин час с 50 ИМ НО? 
в среда за клетъчно култивиране, а останалите са поставени в 
чиста среда (контроли), като и в двата случая гъстотата на 
клетките е 5000 клетки/т! среда. След края на третирането, 
клетъчната суспензия от всяка група се смесва с разтвора на 
агароза с ниска т. т. и по 100 1 от получената дисперсия се 
накапват върху предметните стъкла. Върху тях се поставят 
покривни стъкла и се оставят в хладилник (на 4” С за 10 мин), за 
да се втвърди агарозата. Покривното стъкло се премахва, отгоре 
се добавят 100 ц| чист разтвор на агароза с ниска т. т. и отново се 
поставят покривните стъкла. Слайдовете престояват отново в 
хладилник за 15 мин. След втвърдяването на гела, покривните 
стъкла се премахват и слайдовете се поставят в лизиращ разтвор 
в хладилник за час и половина. След тази стъпка пробите са 
готови за електрофореза. Електрофорезата се осъществява в 
предварително охладена до 4“С хоризонтална ваничка, като е 
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достатъчно разтворът да покрива слайдовете с около 
милиметър. Слайдовете се да престоят във ваничката за около 30 
мин. След това се > осъществява електрофорезата при 
поддържане на ниска температура за още 30 мин. Стъклата се 
промиват двукратно в неутрализиращ разтвор за по 10 мин, след 
това се потапят в 7090 етанол за 5 мин и се оставят докато се 
изпари етанолът. Пипетират се по 50 | 5ЗУВК Сгееп върху всяко 
стъкло и отгоре се поставя предметното стъкло. Избягвайки 
достъпа до светлина, са заснети флуоресцентните микрографии 
на микроскоп ОрЧКа. Анализът на така получените изображения 
е осъществен в таре) с помощта на разширението ОрепСоте! 
м1.3308. На софтуера се задава директорията, в която са записани 
микрографиите, като изискването е кометите да бъдат 
хоризонтално ориентирани в снимките. Ако осветяването в 
снимките е неравномерно по краищата, може да бъде 
отбелязана опцията за допълнителна корекция на фона 
(расКегоипа соггесПоп), налична в менюто на софтуера. При 
пускането си, “софтуерът „идентифицира “| единичните, 
хоризонтално-разположени комети и пренебрегва тези, които 
допират контурите на изображението, или пък се допират или 
припокриват. След идентифицирането на кометата, софтуерът 
идентифицира главата й. В резултат бива генерирано копие на 
микрографиите с наложени върху тях разпознатите очертания на 
кометите и главите им, както и с друг цвят, очертанията на 
пренебрегнатите в анализа комети. „Информация > за 
подлежащите на анализ комети се запазва под формата на 
таблица, в която присъстват редица показатели, описващи 
кометите. В нашия случай резултатите са представени 
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Анализ на изображения: 


Фигура 45 показва снимки на клетки, подложени на кометния 
тест. Ако снимките имат зърнист вид, може предварително да 


бъдат обработени с филтър за конволюция (Гаусов или за среден 
интензитет). 


контрол 


50 им н,О, 


Фигура 45. Флуоресцентни микрографич на 15178У контролни 
клетки (горе) и третирани с водороден пероксид и претърпели 
разкъсвания на ДНК клетки, формиращи комети (долу). 
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момент на опашка 


ктрл 50 


Фигура 46. Момент на опашките на кометите по О/ме след 
третиране на 15178У клетки с водороден пероксид. Снимките 
са предварително обработени с Гаусов филтър. Представени 
са средните стойности и 50. 


като момент на опашката по описанието на ОПмеЗ99. Този 


параметър е подходящ защото взема предвид хетерогенността в 
популацията и отчита вариации в разпределението на ДНК в 
опашката (Фигура 46). Резултатът показва, че третирането с 
водороден пероксид за 30 мин увеличава средния момент на 
опашките по О/ме (р - 0.07) (Фигура 46). 


Анализ на интензитет и тъканно разп еление на 
имунохистохимични маркери 


Приложения в експерименталната токсикология: 


Компютърният анализ на изображения на  хистологични 
слайдове е направлението, което през последното десетилетие 


# Протоколът е част от собствена работа, публикувана съвместно с Сеогр!ем е? 
а!. (2022)396. 
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претърпява най-динамична трансформация поради навлизането 
на методи за анализ на изображения и най-вече на 
приложенията на А и по-конкретно дълбокото обучениеЗ?”. 
Въпреки усилията ин виво тестовете да бъдат изцяло заменени 
от ин витро алтернативи, не се наблюдава намаляване на 
значението на хистопатологичната оценка, а напротив, полагат 
се “рационално > насочени усилия за > най-ефективното 
оползотворяване на информацията, която тя предоставя. Това е 
видно от огромните инвестиции, влагани за трансформиране на 
дисциплината чрез приложението на хардуерни и софтуерни 
инфраструктури, осъществяващи т.нар. процеси на 
„дигитализиране на цели слайдове“ под формата на огромни 
съставни изображения (мозаечни и пирамидни) и тяхното 
управление, анализ, архивиране и визуализация!?9. Значението 
на тези процеси е особено видно от резултатите от представения 
по-горе в труда систематичен обзор. Те показват, че се полагат 
усилията регулаторите да интегрират тази линия на иновации 
към документи като добрата лабораторна практикаЗ98. С 
развитието на комплексни 30 ин витро > модели с 
предефинирана пространствена организация на съвместни 
клетъчни култури, може да се очаква, че анализът на срезове 
няма да загуби значението си, а напротив, ще продължи да играе 
важна роля399. Хистологичните срезове позволяват да се 
идентифицират не само прояви на таргетна органна токсичност 
(хепато-, нефро-, кардио-, невро-, костно-мозъчна-, белодробна, 
репродуктивна, кожна и др.), но и иначе трудни за 
идентифициране токсични прояви като пролиферативни ефекти, 
в следствие на експозиция с негенотоксични карциногени. 


Подготовка на експеримент: 


Настоящото изследване има насоченост към дисциплината 
анатомия, но принципите при анализ на > хистологични 
изображения приложени тук са валидни и за анализите на 


213 


молекулни и биохимични маркери в неклиничната ин виво 
токсикология. Хистологични срезове от съединителна тъкан са 
депарафинирани, ендогенната пероксидаза бива блокирана и 
след неколкократно промиване с фосфатен буфер, са 
инкубирани с първични антитела за МЕСЕ, СО 34 и п0-5МА за час, 
след което са инкубирани с маркиран полимер и промити още 
веднъж. След това, срезовете са инкубирани със субстратния 
хромоген 3,3”-диаминобензидин (ОПАВ). След промивка е 
приложено контраоцветяване с хематоксилин на Майер. Заснети 
за микрографии на светло поле с микроскоп Оутриз СХ 21 с 
монтирана камера О!утриз С50507. 


Анализ на изображения 


Интензитетът на оцветяването е оценен чрез разширението за 
паге), |НС Рго ег? 10. Той категоризира всяко зрително поле в 
четири класа според степента на експресия на съответния 
маркер: силно положителна (3+), положителна (2+), слабо 
положителна (1+) и отрицателна (0). За целта, цветното 
изображение първо се подлага на деконволюция, при което се 
екстрахира цветния компонент, дължащ се на оцветяването с 
ОАВ. Поради вариациите в интензитета при > цветните 
микрографии на ярко поле, директното отчитане на интензитет 
не е валидна опция за определянето на експресията на 
маркерите. Вместо това, на базата на деконволюциониия слой за 
ОАВ, се изгражда профил на разпределението на отделните 
полета в снимката и чрез процеси на вътрешна нормализация се 
формира цялостна оценка, която до голяма степен съвпада с 
експертните оценки на патолози 310. От фигура 47 е видно, че по 
отношение на маркерите МЕСЕ и СОЗ4, делът на изображенията, 
класифицирани като положителни спрямо експресията е по- 
голям при изображенията на епилигамента на предната кръстна 
връзка, в сравнение с епилигамента на медиалната колатерална 
връзка. Въпреки че е неприложимо директно да се сравнява 
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интензитета на ОАВ между изображения, е възможно отделните 
изображения да бъдат сегментирани на формиращи тъканта 
клетъчни компоненти и да бъде пресметнато съотношението 
между средния интензитет за определен маркер два различни 
типа клетки от тъканта. Понеже съотношенията се правят за всяко 
едно изображение, разликите в осветеността и дебелината на 
срезовете между отделни изображения, би следвало да не 
фактор, изкривяващ резултата. За целта, първо се обучава модел 
за дълбоко обучение с помощта на софтуера ПазнК, който 
класифицира зоните на интерес (КО!) за съответните клетъчни 
съставни части във всяко изображение. След това, получените 
бинарни маски се налагат върху резултата от деконволюция на 
ОАВ чрез | НС Рго ег. Изчислява се интензитета на съответните 
области в изображението, разделен на площта на съответната 
област. Между така получените осреднени интензитети се 
формира съотношение, което е представено обобщено за всички 
изображения на Фигура 48. Изборът на координатна система във 
Фигура 48 би могъл да бъде оптимизиран с цел яснота на 
представянето. При линейно представяне на ординатата, 
изменението в стойността при между двукратно увеличение или 
намаление на съотношението води до асиметрично 
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общ !НС клас на изображението 
Фигура 47. Разпределение на изображенията по клас на 
експресия на маркерите СО34, УМА и УЕСЕ в епилигамента на 
предна кръстна връзка (АС!) и медиална колатерална връзка 
(МС), определени чрез анализ с !таде/ и! НС Рго ег 396. 
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отдалечаване от “ състоянието на равнопоставеност 
(съотношение, равно на 1). 


С други думи, двукратно увеличение на интензитета в 
знаменателя ще доведе до стойност 0.5, а двукратно увеличение 
в числителя, ще доведе до стойност 2. И в двата случая 
големината на ефекта е еднаква, но според субективната 
преценка за това кой маркер е по-важен за нас, отклонението в 
едната посока може да достигне най-много до стойността 0, 
докато в другата, до безкрайно високи стойности. За да се 
избегне въпросният субективизъм при визуалното представяне, 
съотношението би могло да бъде представено и като логаритъм 
с основа 2, при което равновесната точка ще бъде равна на 0, а 
всяко двукратно увеличение в едната или в другата посока ще 
води до еквидистантно отдалечаване на графиката с една 
единица. 


Резултатите (Фигура 48) показват, че разпределението на 
гладкомускулния актин (5МА) в епилигамента на предна кръстна 
връзка и медиална колатерална връзка (МСЦ) се различават. В 
първия случай МА е два до четири пъти по-концентриран в 
областта на съдовете, докато в другия случай, той е почти 
равномерно разределен между двата клетъчни комапртимента, 
което би могло да има отношение към разликите в способността 
на зарастване между двете връзкиЧ00. 
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локализация на САВ 
съединителна тъкан/съдове 


(съотношение на среден интензитет на пиксели) 


0.75 


0.75 В 


общ | НС клас на изображението 


Фигура 48. Локализацията на експресията на маркерите СОЗ4, 
5МА и МЕВЕ, представена като съотношение между 
експресията в кръвоносните съдове и в клетките на 
съеднителната тъкан на епилигамента на предна кръстна 
връзка (АС!) и медиална колатерална връзка (МС!), на базата 
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на “оцветяването с  ОАВ. По-ниските “| стойности 
съответстват на по-изразена експресия в кръвоносните 
съдове, отколкото в съединително-тъканните клетки и 
обратно. Адапторана по Сеогд!еу еба. (2022)29. 


Анализ на навлизането на флуоресцентни молекули в 
клетките“ 


Приложения в експерименталната токсикология 


Редица фармакологично- и токсикологично-активни вещества са 
способни да > флуоресцират, например  доксорубицин“9!, 
блеомицин??? и берберин49. Това е предпоставка за 
проследяване на навлизането им в здрави или туморно- 
трансформирани клетки, което зависи от транспортери като 
АВСВ, ВСКР, МКР. Може да се проследи и влиянието на други 
вещества, като например инхибитори на ефлуксните помпи 
върху кинетиката на изпомпване на навлезлите вещества от 
вътреклетъчното, обратно към извънклетъчното пространство94. 
В наше публикувано изследване е приложена поточна 
цитометрия за определяне на скороста на навлизане и 
освобождаване от  резистентни лимфомни клетки на 
доксорубицин в лекарство-доставящи системи49!. Въпреки че 
поточната цитометрия е метод, отличаващ се с много голяма 
чувствителност и прецизност, веднъж след като клетките биват 
анализирани, те биват изгубени. Флуоресцентната микрография 
има предимството, че могат да бъдат направени серия от снимки 
на една и съща проба, с уточнението, че в зависимост от 


Протоколът е част от собствено изследване, проведено съвместно с проф. 
Масимо Валоти в Университета в Сиена през 2017 г., все още непубликувано. 
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интензитета и продължителността на осветяването й при 
заснемането, флуоресциращата молекула може да се разпадне 
и/или да се проявят известни фототоксични ефектиЧ40?. 


Подготовка на експеримент: 


В 96-ямкова плака във всяка ямка се накапват по 1015178 МОК 
миши лимфомни клетки клетки, свръхекспресиращи човешки Р- 
гликопротеин. Клетъчната линия е дарение от Ог. М. М. 
СоЧезтап (МаПопа! Сапсег 5 ше, Вешезда, МО, А). За 
разлика от останалите представени ин витро протоколи в тази 
глава, въпросната клетъчна линия е суспензионна и не проявява 
адехерентни свойства към повърхността на плаката. Поради това 
третирането може да бъде осъществено още на същия ден, тъй 
като не е необходимо да се изчаква клетките да се захванат за 
повърхността на дъното на ямката. Клетките са третирани с 50 ИМ 
доксорубицин с или без добавен 10 пМ тарикидар, който е 
селективен инхибитор на Р-гликопротеина. Заснети са по една 
фазово-контрастна и съответната флуоресцентна микрография 
на първия, втория и четвъртия час. Използван е микроскоп Геса 
с монтирана камера и флуоресцентен канал |3. 


Анализ на изображения: 


Флуоресцентните изображения позволяват ясно открояване на 
флуоресциращите клетки на тъмен фон, при което прилагането 
на конвенционалното автоматично отграничаване (гезпо!й те) 
в ипаре) постига бързи и добри резултати по отношение на 
сегментацията на обектите в изображението. В резултат се 
получават бинарни маски. За да бъде  анализирана 
флуоресценцията във всяка отделна клетка, е необходимо да 
бъдат идентифицирани очертанията и координатите им и 
запазени като т.нар. зони на интерес (КО!). За целта, първо се 
прилага операцията за запълване на „дупки“ или малки групи от 
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пиксели в обхвата на обектите, които поради шум са неправилно 
отбелязани като фон (черен цвят). 


флуоресцентна получаване измерване интензитет в 
микрография очертания очертанията 


изваждане стойността на фона 


Л, (мода) 
очертания върху изобр. 


запис за визуално потвържд. осреднен интензитет за клетка 
Фигура. 49. Структура на работен поток за определяне на 
осреднен интезитет на флуоресценция на субстанция в 
единични клетки. От флуоресцентната микрография (горе 
вляво) се получава бинарно изображение и се свалят 
очертания (горе в редата). Очертанията подлежат на 
визуална проверка при налагане върху фазово-контрастното 
изонбражение (долу, централно) и се прилагат отново върху 
първоначалната флуоресцентна микрография за измерване на 
интензитета на пикселите във всяка единична клетка 
(вдясно). За получаване на крайните  стойости, от 
стойностите се изважда интензитета на фона (долу вдясно). 


Тази операция е необходима за приложението на следващия, 
вододелен филтър, който прокарва разделителна линия между 
обекти с припокриващи се очертания. Този алгоритъм 
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функционира добре само, ако са > зададени > бинарни 
изображения, съдържащи солидни (без „дупки“) обекти. 
Очертанията на получените обекти, отграничени от всички 
страни с нулеви (черни) пиксели могат успешно да бъдат 
идентифицирани чрез „апауге рагусез“ операцията в |таре), 
при което бива генериран резултат със списък с очертания на КО. 


За да бъдат избегнати неточни измервания, следва да бъдат 
изключени регионите, допиращи периферията на 
изображението (Фигура 49, горе в средата). Въпросните КО! 
могат да бъдат наложени като очертания върху фазово- 
контрастната микрография за последваща визуална оценка за 
наличие на съвпадение между идентифицираните обекти и 
отделните клетки. След това, очертанията се използват за 
измерване на интензитета на пикселите във флуоресцентната 
микрография, като стойностите на измерванията във всяко 
очертание се вписват като отделен елемент. За да бъде сведено 
до минимум изкривяването на резултата от флуоресценцията на 
разтворени в средата доксорубицин, чрез > функцията 
„Хистограма“, се идентифицира стойността на модата по 
отношение на разпределението на пикселите по интензитет, тъй 
като фонът е сравнително хомогенен, за разлика от 
интензитетите на пикселите в очертанията на клетките. Тази 
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стойност се изважда от съответната средните стойности на 
измерените интензитети. 


ша дох 
дох + иа 


100 | 


50 


150 


флуоресценция 
--4 
-4 


Та 21 41 


Фигура 50. Среден интензитет на флуоресценция на 15178 
МОВ1 клетки след третиране с 50 иМ доксорубицин (йох) или 
50 иМ доксорубицин и 10 пМ тариквидар (дох + а) за 18, 28 
или 4 Й. 


Резултатите от така проведения анализ са представени на Фигура 
50. Видно е, че с увеличаване на времето за третиране, 
количеството на флуоресциращата субстанцията (дох) в клетките 
се увеличава, а приложението на инхибитор на ефлуксната 
помпа Р-гликопротеин (иа) потиска процеса на изпомпване на 
субстанцията извън клетката, при което вътреклетъчните 
концентрации са завишени в сравнение с групата, при която не е 
приложен подобен инхибитор. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Биологичните процеси са компартментализирани на всяко едно 
ниво, а изображенията са контейнери на информация, които по 
непосредствен и цялостен начин отразяват това и предоставят 
възможност за вникване в различни перспективи като време и 
пространство. 


В лабораториите за клетъчно култивиране рутинно се използва 
светлинна микроскопия и безпристрастното охарактеризиране, 
документиране и обработка на визуалната информация, събрана 
в хода на експериментите, би подсилило убедителността на 
иначе традиционно субективните заключения, базирани на 
микрографски наблюдения с „просто око“, както и заключенията 
от методи, при които е трудно да се определи дали резултатът 
бива изкривен от определени експериментални фактори. 


Интересът към анализа на изображения, възникнал през 60-те 
години на 20 век напоследък рязко се увеличи с навлизането на 
дълбоките невронни мрежи като И-пе!. Това даде тласък за 
развитието на направления като дигиталната патология и 
високопроизводителните анализи за класифициране и 
охарактеризиране на обекти в изображенията. Големите езикови 
модели установяват нови тенденции с предпоставките за 
демократизация на управлението на софтуера чрез текстови 
команди и автоматизацията на анализите както в сферата на 
токсикологията, така и по-общо, в биомедицинската сфера. 


В настоящия момент анализите на биоизображения са по- 
достъпни от когато и да било, тъй като общностите на 
анализаторите на биоизображения в европейски и световен 
мащаб са обединили сили, за да създадат условия за 
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взаимопомощ и развитие на направлението. Познаването на 
тези възможности е предпоставка за разширяване на 
методологичния инструментариум на изследователите, 
провеждащи неклинични изпитвания. 
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